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DESCRIPCION
Heterodimero de integrina y subunidad del mismo

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un heterodimero de integrina aislado o recombinante
que comprende una subunidad o10 y una subunidad $, a la subunidad o10 del mismo,
a homologos y fragmentos de dicha integrina y de dicha subunidad «10 que tienen ac-
tividad bioldgica similar, a procedimientos de produccién del mismo, a polinucleétidos y
oligonucledtidos que codifican para el mismo, a vectores y células que comprenden el
mismo, a entidades de union que se unen especificamente al mismo, y al uso del mis-
mo.

Antecedentes de la invencion

Las integrinas son una gran familia de glicoproteinas transmembrana que median en
interacciones célula-célula y célula-matriz (1-5). Todos los miembros conocidos de esta
superfamilia son heterodimeros asociados no covalentemente compuestos por una
subunidad o y una B. En la actualidad, se han caracterizado 8 subunidades  (B1-8)
(6) y 16 subunidades a (a1-09, av, aM, al, aX, allb, aE y aD) (6-21), y estas subuni-
dades se asocian para generar mas de 20 integrinas diferentes. Se ha mostrado que la
subunidad B1 se asocia con diez subunidades a diferentes, al-a9 y av, y que media en
interacciones con proteinas de la matriz extracelular tales como colagenos, lamininas y
fibronectina. Las integrinas de unién a colageno principales son alpl y a2p1 (22-25).
Se ha notificado también que las integrinas a3pB1 y a9B1 interaccionan con coladgeno
(26, 27) aunque esta interaccion no se entiende bien (28). Las regiones N-terminales
extracelulares de las subunidades de integrina o y B son importantes en la union de li-
gandos (29, 30). La region N-terminal de las subunidades o esta compuesta por una
secuencia repetida siete veces (12, 31) que contiene secuencias consenso FG y GAP.
Se pronostica que las repeticiones se pliegan en un dominio de hélice B (32) conte-
niendo las Ultimas tres o cuatro repeticiones supuestos sitios de union de cationes diva-
lentes. Las subunidades de integrina o al, a2, aD, aE, oL, oM y aX contienen un do-
minio insertado de ~200 aminoéacidos, el dominio | (dominio A), que muestra similitud
con secuencias en el factor de von Willebrand, la proteina de la matriz de cartilago y los
factores del complemento C2 y B (33, 34). El dominio | se localiza entre las repeticiones
de FG-GAP segunda y tercera, contiene un sitio de adhesion dependiente de ibn meta-
lico (MIDAS) y esta implicado en la unién de ligandos (35-38).

Los condrocitos, el Unico tipo de células en el cartilago, expresan varias integrinas dife-
rentes incluyendo al1p1, a2p1, a3p1, a5p1, a6Bl, avp3 y avp5 (39-41). Se ha mostra-
do que alBl y a2p1 median en interacciones de condrocitos con colageno tipo Il (25)
que es uno de los componentes principales en el cartilago. Se ha mostrado también
que a2B1 es un receptor para la proteina de la matriz de cartilago condroadherina (42).

Holmvall et al (Exp. Cell Res. Vol. 221, 1995, pags. 496-503) describen la investigacion
de integrinas de condrocitos con afinidad por colageno tipo Il asi como cambios en la
expresion de ARNm que codifican para colageno tipo Il, agrecano y diversas subunida-
des de integrina en respuesta a estrés mecanico dinamico. Ademas, Camper et al. en-
contraron una integrina 1 de unién a colageno tipo Il con una subunidad o ligeramente
mayor que a2. Esta subunidad de integrina estaba presente tanto en condrocitos bovi-
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nos como células de condrosarcoma humanas pero no pudieron identificarla con
ningun anticuerpo frente a al, a2, a3, 0 9. Este estudio no se realiz6 en condrocitos
humanos.

Camper et al. (J. Biol. Chem., vol. 273, 1998, pags. 1159-1167) es un articulo publicado
posteriormente que describe el aislamiento, la clonacion y el andlisis de secuencia de la
subunidad 10 de integrina, una integrina de unidn a coldgeno asociada a 1 expresa-
da en condrocitos.

Sumario de la invencidon

La presente invencion se refiere a una integrina de unién a colageno tipo Il novedosa,
que comprende una subunidad «10 en asociacion con una subunidad B, especialmente
una subunidad B1, pero también pueden contemplarse otras subunidades B. En reali-
zaciones preferidas, esta integrina se ha aislado de condrocitos articulares bovinos o
humanos, y células de condrosarcoma humanas.

La presente invencion se refiere en particular a una subunidad a10 de integrina aislada
o recombinante que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No.
1 0 SEQ ID No. 2, y homdlogos y o fragmentos de la misma segun la reivindicacion 1.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento de produccion de una subunidad
10 de integrina recombinante que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada
en SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2, o fragmentos de la misma, procedimiento que com-
prende las etapas de

a) aislar un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica
para una subunidad «10 de integrina, o fragmentos de la misma,

b) construir un vector de expresién que comprende el polinucledtido aislado,
c) transformar una célula huésped con dicho vector de expresion,

d) cultivar dicha célula huésped transformada en un medio de cultivo en condiciones
adecuadas para la expresion de la subunidad «10 de integrina, o fragmentos de la
misma, en dicha célula huésped transformada, y, opcionalmente,

e) aislar la subunidad o10 de integrina, o fragmentos de la misma, a partir de dicha
célula huésped transformada o dicho medio de cultivo.

La subunidad «10 de integrina, o fragmentos de la misma, puede proporcionarse tam-
bién mediante aislamiento a partir de una célula en la que esta presente de manera na-
tural.

La invencion también se refiere a un polinucleétido aislado que comprende un nucleoti-
do que codifica para subunidad o10 de integrina, o fragmentos de la misma segun la
reivindicacion 1, polinucleétido que comprende la secuencia de nucle6tidos mostrada
en SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2, o partes de la misma.

La invencion se refiere en un aspecto adicional a vectores que comprenden los polinu-
cledtidos anteriores, y a células que contienen dichos vectores y células que tienen po-
linucledtidos u oligonucleétidos mostrados en SEQ ID No. 1 6 2 integrados en su ge-
noma.
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La invencion también se refiere a entidades de union que tienen la capacidad de unirse
especificamente a la subunidad o10 de integrina o fragmentos de la misma, tales como
proteinas, péptidos, hidratos de carbono, lipidos, ligandos naturales, anticuerpos poli-
clonales o anticuerpos monoclonales.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un heterodimero de integrina aislado
0 recombinante que comprende una subunidad o10 y una subunidad B, en el que la
subunidad a10 comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 1 o
SEQ ID No. 2, o fragmentos de la misma.

En una realizacion preferida de la misma, la subunidad 3 es 1.

La invencién también se refiere a un procedimiento de produccion de un heterodimero
de integrina recombinante que comprende una subunidad o10 y una subunidad $, en el
gue la subunidad o10 comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
No. 1 o SEQ ID No. 2, procedimiento que comprende las etapas de

a) aislar un polinucle6tido que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica
para una subunidad o10 de un heterodimero de integrina y, opcionalmente, otro polinu-
cledtido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica para una subunidad
B de un heterodimero de integrina, o fragmentos de la misma,

b) construir un vector de expresiéon que comprende dicho polinucleétido aislado que co-
difica para dicha subunidad a10 en combinacion con un vector de expresion que com-
prende dicho nucledtido aislado que codifica para dicha subunidad 3,

c) transformar una célula huésped con dichos vectores de expresion,

d) cultivar dicha célula huésped transformada en un medio de cultivo en condiciones
adecuadas para la expresion de un heterodimero de integrina que comprende una sub-
unidad a10 y una subunidad 3, o fragmentos del mismo, en dicha célula huésped trans-
formada, y, opcionalmente,

e) aislar el heterodimero de integrina que comprende una subunidad o10 y una subuni-
dad B, o fragmentos del mismo, a partir de dicha célula huésped transformada o dicho
medio de cultivo.

El heterodimero de integrina, o fragmentos del mismo, también puede proporcionarse
mediante aislamiento a partir de una célula en la que esta presente de manera natural.

La invencidn se refiere ademas a una célula que contiene un primer vector, compren-
diendo dicho primer vector un polinucleétido que codifica para una subunidad a10 de
un heterodimero de integrina, o partes de la misma, polinucleétido que comprende la
secuencia de nucledtidos mostrada en SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 2 o partes de la
misma, y, opcionalmente, un segundo vector, comprendiendo dicho segundo vector un
polinucledtido que codifica para una subunidad B de un heterodimero de integrina, o
fragmentos de la misma.

Todavia en otro aspecto, la invencion se refiere a entidades de unién gue tienen la ca-
pacidad de unirse especificamente al heterodimero de integrina que comprende una
subunidad 10 y una subunidad B, o fragmentos del mismo, preferiblemente en el que
la subunidad B es B1. Entidades de union preferidas son proteinas, péptidos, hidratos
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de carbono, lipidos, ligandos naturales, anticuerpos policlonales y anticuerpos mono-
clonales.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un fragmento de la subunidad «10 de
integrina, fragmento que es un péptido elegido del grupo que comprende péptidos del
dominio citoplasmatico, el dominio | y el dominio cortado y empalmado.

En una realizacion, dicho fragmento es un péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ.

En otra realizacion, dicho fragmento comprende la secuencia de aminoacidos desde
aproximadamente el aminoacido n.° 952 hasta aproximadamente el aminoacido n.° 986
de SEQ ID No. 1.

En una realizacion adicional, dicho fragmento comprende la secuencia de aminoacidos
desde aproximadamente el aminoacido n.° 140 hasta aproximadamente el aminoacido
n.° 337 en SEQ ID No. 1.

Otra realizaciéon de la invencion se refiere a un polinucleétido u oligonucleétido que co-
difica para un fragmento de la subunidad 10 de integrina humana. En una realizacion,
este polinucledtido u oligonucledtido codifica para un fragmento que es un péptido ele-
gido del grupo que comprende péptidos del dominio citoplasmatico, el dominio | y el
dominio cortado y empalmado. En realizaciones adicionales, el polinucleétido u oligo-
nucledtido codifica para los fragmentos definidos anteriormente.

La invencion también se refiere a entidades de union que tienen la capacidad de unirse

especificamente a un fragmento de la subunidad a10 de integrina tal como se definié
anteriormente.

La invencién también se refiere a un procedimiento de uso de una subunidad «10 de
integrina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 1 o
SEQ ID No. 2, o un heterodimero de integrina que comprende dicha subunidad a10 y
una subunidad B, o un homoélogo o fragmento de dicha integrina o subunidad que tiene
actividad bioldgica similar, como marcador o molécula diana de células o tejidos que
expresan dicha subunidad «10 de integrina, células o tejidos que son de origen animal
incluyendo humano.

En una realizacién de este procedimiento, el fragmento es un péptido elegido del grupo
gue comprende péptidos del dominio citoplasmatico, el dominio | y el dominio cortado y
empalmado.

En realizaciones adicionales de dicho procedimiento, el fragmento es un péptido que
comprende la secuencia de aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ, o un frag-
mento que comprende la secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el ami-
noacido n.° 952 hasta aproximadamente el aminoacido n.° 986 de SEQ ID No. 1, o un
fragmento que comprende la secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el
aminoacido n.° 140 hasta aproximadamente el aminoacido n.° 337 de SEQ ID no. 1.

La subunidad B es preferiblemente B1. Las células se eligen preferiblemente del grupo
que comprende condrocitos, células de musculo liso, células endoteliales, osteoblastos
y fibroblastos.
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Dicho procedimiento puede usarse durante estados patolégicos que implican a dicha
subunidad 10, tales como estados patolégicos que comprenden dafio de cartilago, o
que comprenden traumatismo, artritis reumatoide y osteoartritis.

Dicho procedimiento puede usarse para detectar la formacion de cartilago durante el
desarrollo embrionario, o para detectar la reparacion fisioldgica o terapéutica de cartila-

go.

Dicho procedimiento puede usarse también para la seleccion y el analisis, o para la
clasificacion, el aislamiento o la purificacién de condrocitos.

Una realizacion adicional de dicho procedimiento es un procedimiento para detectar la
regeneracion de cartilago o condrocitos durante el trasplante de cartilago o condrocitos.

Todavia una realizacion adicional de dicho procedimiento es un procedimiento para es-
tudios in vitro de diferenciacién de condrocitos.

La invencidén también comprende un procedimiento de uso de entidades de unidn que
tienen la capacidad de unirse especificamente a una subunidad o10 de integrina que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 1 0 SEQ ID No. 2, 0
un heterodimero de integrina que comprende dicha subunidad o10 y una subunidad §,
o fragmentos del mismo, como marcadores o moléculas diana de células o tejidos que
expresan dicha subunidad 10 de integrina, células o tejidos que son de origen animal
incluyendo humano.

El fragmento en dicho procedimiento puede ser un péptido elegido del grupo que com-
prende péptidos del dominio citoplasmatico, el dominio | y el dominio cortado y empal-
mado. En realizaciones preferidas, dicho fragmento es un péptido que comprende la
secuencia de aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ, o un fragmento que com-
prende la secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el aminoacido n.° 952
hasta aproximadamente el aminoacido n.° 986 de SEQ ID No. 1, o un fragmento que
comprende la secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el aminoacido n.°
140 hasta aproximadamente el aminoacido n.° 337 de SEQ ID No. 1.

El procedimiento puede usarse también para detectar la presencia de una subunidad
a10 de integrina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No.
1 o0 SEQ ID No. 2, o de un heterodimero de integrina que comprende dicha subunidad
10 y una subunidad f, o fragmentos del mismo.

En una realizacion adicional, dicho procedimiento es un procedimiento para determinar
el estado de diferenciacion de células durante el desarrollo embrionario, la angiogéne-
sis 0 el desarrollo de cancer.

Todavia en una realizacion adicional, este procedimiento es un procedimiento para de-
tectar la presencia de una subunidad 10 de integrina, o fragmento de dicha subunidad
de integrina, en células, mediante lo cual un polinucledtido u oligonucleétido elegido del
grupo que comprende un polinucleotido u oligonucleodtido elegido de la secuencia de
nucleétidos mostrada en SEQ ID No. 1 se usa como marcador en condiciones de hibri-
dacion en las que dicho polinucledtido u oligonucleétido no puede hibridarse con un
ADN o ARN que codifica para una subunidad ol de integrina. Dichas células pueden
elegirse del grupo que comprende condrocitos, células de musculo liso, células endote-
liales, osteoblastos y fibroblastos. Dicho fragmento de integrina puede ser un péptido
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elegido del grupo que comprende péptidos del dominio citoplasmatico, el dominio |y el
dominio cortado y empalmado, tal como un péptido que comprende la secuencia de
aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ, o un fragmento que comprende la se-
cuencia de aminoacidos desde aproximadamente el aminoacido n.° 952 hasta aproxi-
madamente el aminoacido n.° 986 de SEQ ID No. 1, o un fragmento que comprende la
secuencia de aminoacidos desde aproximadamente el aminoacido n.° 140 hasta
aproximadamente el aminoécido n.° 337 de SEQ ID No. 1.

Todavia en una realizacién adicional, el procedimiento es un procedimiento para de-
terminar el estado de diferenciacién de células durante el desarrollo, en estados pa-
tolégicos, en regeneracion de tejidos o en reparacion fisiolégica y terapéutica de carti-
lago. Los estados patoldgicos pueden ser cualquier estado patolégico que implique a la
subunidad 10 de integrina, tales como artritis reumatoide, osteoartrosis o cancer. Las
células pueden elegirse del grupo que comprende condrocitos, células de musculo liso,
células endoteliales, osteoblastos y fibroblastos.

La invencidon también se refiere a un procedimiento para determinar el estado de dife-
renciacion de células durante el desarrollo, en estados patolégicos, en regeneracion de
tejidos y en reparacion fisiologica y terapéutica de cartilago, mediante lo cual un polinu-
cledtido u oligonucledtido elegido de la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID
No. 1 se usa como marcador en condiciones de hibridacion en las que dicho polinucleo-
tido u oligonucleétido no puede hibridarse con un ADN o ARN que codifica para una
subunidad al de integrina. Realizaciones de este aspecto comprenden un procedi-
miento mediante el cual dicho polinucle6tido u oligonucledtido es un polinucleétido u
oligonucledtido que codifica para un péptido elegido del grupo que comprende péptidos
del dominio citoplasmatico, el dominio |y el dominio cortado y empalmado, tal como un
polinucledtido u oligonucledtido que codifica para un péptido que comprende la se-
cuencia de aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ, o que comprende la secuen-
cia de aminoacidos desde aproximadamente el aminoacido n.° 952 hasta aproximada-
mente el aminoacido n.° 986 de SEQ ID No. 1, o la secuencia de aminoacidos desde
aproximadamente el amino&cido n.° 140 hasta aproximadamente el amino&cido n.° 337
de SEQ ID No. 1. Dichos estados patolégicos pueden ser cualquier estado patologico
que implique a la subunidad a10 de integrina, tales como artritis reumatoide, osteoar-
trosis o cancer, 0 aterosclerosis o inflamacion. Dichas células pueden elegirse del gru-
po que comprende condrocitos, células de musculo liso, células endoteliales, osteo-
blastos y fibroblastos.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende como principio activo un agente farmacéutico o un anticuerpo que puede
usar un heterodimero de integrina que comprende una subunidad o10 y una subunidad
B, o la subunidad a10 del mismo, o fragmento de dicha integrina o subunidad 10, co-
mo molécula diana. Una realizacion de dicha composicion farmacéutica esta destinada
para su uso en la estimulacion, la inhibicién o el bloqueo de la formacion de cartilago,
hueso o vasos sanguineos. Una realizacion adicional comprende una composicion far-
macéutica para su uso en la prevencion de la adhesion entre tendones/ligamentos y el
tejido circundante tras infeccion, inflamacion y tras intervencion quirdrgica en la que la
adhesioén afecta a la funcién del tejido.

La invencion también se refiere a una vacuna que comprende como principio activo un
heterodimero de integrina que comprende una subunidad 10 y una subunidad B, o la
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subunidad a10 del mismo, o fragmento de dicha integrina o subunidad 10, o ADN o
ARN que codifica para dicha subunidad 10 de integrina.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de la subunidad 10 de integrina
tal como se definié anteriormente como marcador o diana en trasplante de cartilago o
condrocitos.

Todavia un aspecto adicional de la invencion se refiere a un método de uso de entida-
des de unién que tienen la capacidad de unirse especificamente a una subunidad o10
de integrina que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 1 o
SEQ ID No. 2, o un heterodimero de integrina que comprende dicha subunidad a10 y
una subunidad B, o fragmentos del mismo, para promover la adhesién de condrocitos
y/o osteoblastos a superficies de implantes para estimular la integracion 6sea.

La invencion se refiere también al uso de una subunidad a10 de integrina o un hete-
rodimero de integrina que comprende dicha subunidad o10 y una subunidad 3 como
diana para moléculas o farmacos antiadhesivos en tendon, ligamento, masculo es-
quelético u otros tejidos en los que la adhesién afecta a la funcion del tejido.

La invencion también se refiere a un método de estimulacidn, inhibicién o bloqueo de la
formacion de cartilago o hueso, que comprende la administracién a un sujeto de una
cantidad adecuada de un agente farmacéutico o un anticuerpo que puede usar un hete-
rodimero de integrina que comprende una subunidad o10 y una subunidad B, o la sub-
unidad a10 del mismo, o fragmento de dicha integrina o subunidad 10, como molécula
diana.

En otra realizacién, la invencion se refiere a un método de prevencion de la adhesién
entre tendones/ligamentos y el tejido circundante tras infeccion, inflamacién y tras inter-
vencion quirargica en la que la adhesion afecta a la funcion del tejido, que comprende
administracion a un sujeto de una cantidad adecuada de un agente farmacéutico o un
anticuerpo que puede usar un heterodimero de integrina que comprende una subuni-
dad a10 y una subunidad 3, o la subunidad a10 del mismo, o fragmento de dicha inte-
grina o subunidad a10, como molécula diana.

La invencion también se refiere a un método de estimulacion de la sintesis y reparacion
de la matriz extracelular mediante activacion o bloqueo de un heterodimero de integrina
que comprende una subunidad 10 y una subunidad B, o de la subunidad «10 del
mismo, o fragmento de dicha integrina o subunidad a10.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método de deteccién in vitro de la
presencia de entidades de union a integrina, que comprende la interaccion de un hete-
rodimero de integrina que comprende una subunidad o10 y una subunidad $, o la sub-
unidad a10 del mismo, o fragmento de dicha integrina o subunidad, con una muestra,
provocando de ese modo que dicha integrina, subunidad a10, u homadlogo o fragmento
de la misma, module la unién a su ligando natural u otras proteinas de unioén a integrina
presentes en dicha muestra.

La invencion también se refiere a un método de estudio in vitro de las consecuencias
de la interaccién de una integrina de heterodimero humana que comprende una sub-
unidad 10 y una subunidad (3, o la subunidad o10 del mismo, o fragmento de dicha in-
tegrina o subunidad, con una entidad de union a integrina e iniciar de ese modo una re-
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accion celular. Dichas consecuencias pueden medirse como alteraciones en funciones
celulares.

La invencién también se refiere a un método de uso de una integrina de heterodimero
humana que comprende una subunidad 10 y una subunidad (3, o la subunidad «10 del
mismo, o fragmento de dicha integrina o subunidad, o un ADN o ARN que codifica para
una subunidad o10 de integrina o fragmentos de la misma, como marcador o molécula
diana durante la angiogénesis.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Purificacién por afinidad de la subunidad de integrina 10 sobre colageno tipo
[I-Sepharose.

Figura 2. Secuencias de aminoacidos de péptidos de la subunidad de integrina a.10 bo-
vina.

Figura 3a. Purificacion por afinidad e inmunoprecipitacion de la subunidad 10 de inte-
grina a partir de condrocitos bovinos.

Figura 3b. Purificacion por afinidad e inmunoprecipitacion de la subunidad o10 de inte-
grina a partir de condrocitos humanos.

Figura 3c. Purificacion por afinidad e inmunoprecipitacion de la subunidad o10 de inte-
grina a partir de células de condrosarcoma humanas.

Figura 4. Un fragmento de PCR de 900 pb que corresponde a la subunidad 10 de in-
tegrina bovina.

Figura 5. Mapa esquemaético de los tres clones de a10 solapantes.

Figura 6. Secuencia de nucleétidos y secuencia de aminoacidos deducida de la sub-
unidad de integrina .10 humana.

Figura 7. Transferencia de tipo Northern de ARNm de integrina 10.

Figura 8. Inmunoprecipitacion de la subunidad de integrina a10 a partir de condrocitos
humanos usando anticuerpos contra el dominio citoplasmatico de «10 (a). Inmuno-
transferencia de tipo Western de la cadena 3 asociada a a10 (b).

Figura 9. Inmunotincién de integrina o10 en cartilago articular humano.

Figura 10. Inmunotincién de integrina a10 en cartilago de extremidades de ratén de 3
dias.

Figura 11. Inmunotincion de integrina 10 en embridn de raton de 13,5 dias.
Figura 12. Hibridacion de ARNm de a10 en diversos tejidos humanos.

Figura 13. Inmunotincién de la fascia alrededor del tendon (a), masculo esquelético (b)
y valvulas cardiacas (c) en extremidad de ratén de 3 dias.

Figura 14. Fragmentos de PCR correspondientes a la subunidad de integrina al10 a
partir de condrocitos humanos, células endoteliales humanas, fibroblastos humanos y
tendon de rata.
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Figura 15. Secuencia de nucleétidos genomica parcial de la subunidad o10 de integrina
humana.

Figura 16. Regulacion por incremento de la subunidad de integrina 10 en condrocitos
cultivados en alginato.

Figura 17. Inmunoprecipitacion de la subunidad de integrina 10 a partir de células de
musculo liso humanas.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidon demuestra que los condrocitos humanos y bovinos expresan una
integrina de union a colageno tipo Il novedosa en la familia B1. Un estudio anterior pre-
sentd algunas pruebas de que células de condrosarcoma humanas también expresan
esta integrina (25). Experimentos de inmunoprecipitacion usando anticuerpos contra la
subunidad B1 de integrina revelaron que esta subunidad de integrina o novedosa tenia
un peso molecular aparente (M;) de aproximadamente 160 kDa en condiciones reducto-
ras, y era ligeramente mayor que la subunidad de integrina o2. Para aislar esta subuni-
dad a, se purificaron por afinidad proteinas de union a colageno tipo Il a partir de con-
drocitos bovinos. Se aplicé en primer lugar el lisado de condrocitos a una precolumna
de fibronectina-Sepharose y entonces se aplico la fraccion no retenida a una columna
de colageno tipo llI-Sepharose. Se eluyé especificamente una proteina con M, de
aproximadamente 160 kD con EDTA a patrtir de la columna de colageno pero no a partir
de la columna de fibronectina. ElI M, de esta proteina correspondia con el M, de la sub-
unidad de integrina relacionada con 1 no identificada. Se cort6 la banda de proteina
de 160 kD del gel de SDS-PAGE, se digirié con tripsina y se analizaron las secuencias
de aminoacidos de los péptidos aislados.

Cebadores que correspondian a péptidos aislados amplificaron un fragmento de PCR
de 900 pb a partir de ADNc bovino que se clond, se secuencidé y se usé para examinar
una biblioteca de ADNc AZapll de condrocitos articulares humanos para obtener el
homologo de subunidad o, de integrina humana. Se aislaron dos clones solapantes, hcl
y hc2, se subclonaron y se secuenciaron. Estos clones contenian 2/3 de la secuencia
de nucledtidos incluyendo el extremo 3’ del ADNc. Se obtuvo un tercer clon que conten-
ia el extremo 5’ del ADNc de o10, usando la técnica de RACE. El analisis de secuencia
de la secuencia de proteina de 160 kD mostré que era un miembro de la familia de
subunidades o de integrinas y la proteina se denominé o10.

Se encontrd que la secuencia de aminoéacidos deducida de 10 compartia la estructura
general de las subunidades o de integrinas descrita en informes publicados previamen-
te (6-21). La parte N-terminal extracelular grande de a10 contiene una secuencia repe-
tida siete veces que se pronosticé recientemente que se pliega en un dominio de hélice
B (32). La subunidad 10 de integrina contiene tres supuestos sitios de union a catiéon
divalente (DxD/NxD/NxxxD) (53), un unico dominio que abarca la membrana y un do-
minio citoplasmatico corto. En contraposicion a la mayoria de las subunidades o de in-
tegrinas, el dominio citoplasmatico de a10 no contiene la secuencia conservada KxGFF
(R/K) R. La secuencia de aminoacidos pronosticada en o10 es KLGFFAH. Varios in-
formes indican que los dominios citoplasmaticos de integrinas son cruciales en la
transduccion de sefiales (54) y que las regiones proximas a la membrana de los domi-
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nios citoplasmaticos de integrinas tanto oo como B estan implicados en la modulacion de
la conformacion y el estado de afinidad de integrinas (55-57). Se sugiere que el motivo
GFFKR en cadenas o es importante para la asociacion de subunidades de integrinas y
para el transporte de la integrina a la membrana plasmatica (58). Se ha mostrado que
el dominio KxGFFKR interacciona con la proteina intracelular calreticulina (59) y, de
manera interesante, células madre embrionarias sin calreticulina son deficientes en la
adhesién celular mediada por integrinas (60). Por tanto, es posible que la secuencia
KLGFFAH en a10 tenga una funcién clave en la regulacion de la afinidad entre a10B1
y proteinas de la matriz.

Se sabe que las subunidades a de integrinas comparten una identidad global del 20-
40% (61). El analisis de secuencia mostré que la subunidad 10 esta lo mas estrecha-
mente relacionada con las subunidades o que contienen dominio |, con identidad
maxima con al (37%) y a2 (35%). Las integrinas a1pl y a2B1 son receptores conoci-
dos para tanto colagenos como lamininas (24; 62; 63) y se ha demostrado también re-
cientemente que a2fB1 interacciona con la proteina de la matriz de cartilago condroad-
herina (42). Puesto que se aislé a10B1 sobre colageno tipo II-Sepharose, se sabe que
el colageno tipo Il es un ligando para al0B1. Se ha mostrado también mediante expe-
rimentos de purificacion por afinidad que a10B1 interacciona con colageno tipo | pero
queda por ver si la laminina o condroadherina son también ligandos para esta integrina.

La cadena B asociada a 10 migré como la subunidad de integrina 1 en condiciones
tanto reductoras como no reductoras. Para verificar que la cadena 3 asociada a a10 es
de hecho B1, se inmunoprecipitaron lisados de condrocitos con anticuerpos contra o10
0 B1 seguido por inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos contra la
subunidad B1. Estos resultados demuestran claramente que o10 es un miembro de la
familia de integrinas f1. Sin embargo, no puede excluirse la posibilidad de que «10 se
combine también con otras cadenas .

Un anticuerpo peptidico policlonal generado contra el dominio citoplasmatico de «10
precipitdo dos bandas de proteinas con M, de aproximadamente 160 kD (a10) y 125 kD
(B1) en condiciones reductoras. La inmunohistoquimica usando el anticuerpo frente a
al10 mostrd tincion de los condrocitos en secciones de tejido de cartilago articular
humano. La tincién con anticuerpo era claramente especifica puesto que la preincuba-
cion del anticuerpo con el péptido a10 suprimido completamente la tincion. La tincion
inmunohistoquimica de secciones de extremidades de ratdn a partir de tejido embriona-
rio demostré que o10 se regula por incremento durante la condensacion del mesén-
quima. Esto indica que la subunidad a10 de integrina es importante durante la forma-
cion de cartilago. En ratones de 3 dias de edad, se encontro que 10 era la subunidad
de integrina de unién a colageno dominante, lo que apunta a que a10 tiene una funcién
clave en el mantenimiento de las funciones del cartilago normal.

Estudios de expresion sobre el nivel de ARNm y proteina muestran que la distribucion
de al0 es bastante restrictiva. Analisis de inmunohistoquimica han mostrado que la
subunidad de integrina 10 se expresa principalmente en cartilago aunque también se
encuentra en pericondrio, periostio, surco de osificacion de Ranvier, en la fascia que
rodea al tendon y musculo esquelético y en estructuras similares a tendones en las
valvulas cardiacas. Esta distribucién apunta a que la subunidad de integrina a10 esta
presente también en fibroblastos y osteoblastos. La amplificacion por PCR de ADNc a
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partir de diferentes tipos de células revelo la presencia de una subunidad de integrina
210 cortada y empalmada de manera alternativa. Esta a10 cortada y empalmada era
dominante en fibroblastos, lo que sugiere que 10 en fibroblastos puede tener una fun-
cion diferente en comparacion con al10 presente en condrocitos.

Se encontrd que la expresion de la subunidad o10 de integrina disminuia cuando se
cultivaban condrocitos en monocapa. En contraposicion, se encontré que la expresion
de a10 aumentaba cuando se cultivaban las células en lechos de alginato. Puesto que
se sabe que este Ultimo modelo de cultivo conserva el fenotipo de los condrocitos, los
resultados sugieren que a10 puede funcionar como marcador para un condrocito dife-
renciado.

La adhesién entre tendones/ligamentos y el tejido circundante es un problema bien co-
nocido tras infeccion, lesién y tras intervencion quirdrgica. La adhesion entre el tendén
y las vainas del tend6n afecta a la funcién de deslizamiento y provoca problemas con-
siderables especialmente durante la cicatrizacion de tendones en, por ejemplo, la mano
y los dedos conduciendo a incapacidad funcional. La localizacion de la subunidad de
integrina a10 en la fascia del tenddn y el musculo esquelético hace que a10 sea una
posible diana para farmacos y moléculas con propiedades antiadhesivas que podrian
prevenir el deterioro de la funcién del tenddn/ligamento. La subunidad 10 de integrina
también puede ser una diana para farmacos o moléculas con propiedades antiadhesi-
vas en otros tejidos en los que la adhesion es un problema.

Ejemplos
Ejemplo 1

Purificacion por afinidad de la subunidad de integrina a10 sobre colageno tipo II-
Sepharose.

Materiales y métodos

Se aislaron condrocitos bovinos, condrocitos humanos o células de condrosarcoma
humanas tal como se describié anteriormente [Holmvall et al, Exp Cell Res, 221, 496-
503 (1995), Camper et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998)]. Se aplico un lisado en Triton
X-100 de condrocitos bovinos a una precolumna de fibronectina-Sepharose seguido por
una columna de colageno tipo IlI-Sepharose y se eluy6 la subunidad «10 de integrina
de la columna de colageno tipo Il mediante EDTA (Camper et al, JBC, 273, 20383-
20389 (1998). Se precipitaron las proteinas eluidas mediante metanol/cloroformo, se
separaron mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y se tifieron con azul de
Coomassie. (Camper et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998). Se aislaron péptidos de la
banda de proteina o10 mediante digestion en el gel con una tripsina y cromatografia en
fase liquida y se secuenciaron mediante degradacion de Edman (Camper et al, JBC,
273, 20383-20389 (1998).

Resultados

La figura 1 muestra las proteinas eluidas mediante EDTA de la columna de fibronecti-
na-Sepharose (A), la fraccion no retenida de la columna de colageno tipo II-Sepharose
(B) y las proteinas eluidas mediante EDTA de la columna de colageno tipo II-
Sepharose (C). La subunidad de integrina 10 (160 kDa) que se eluyd especificamente
de la columna de colageno tipo Il se indica con una flecha. La figura 2 muestra las se-
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cuencias de aminoacidos de seis péptidos que se aislaron a partir de la subunidad 10
de integrina bovina. Las figuras 3 a, b y ¢ muestran que la subunidad de integrina o.10
esta presente en condrocitos bovinos (3a), condrocitos humanos (3b) y células de con-
drosarcoma humanas (3c). La afinidad por colageno tipo Il, la precipitacion conjunta
con la subunidad de integrina B1 y el peso molecular de 160 kDa en condiciones reduc-
toras identifican la subunidad de integrina a10 en las diferentes células. Estos resulta-
dos muestran que o10 puede aislarse a partir de condrocitos y a partir de células de
condrosarcoma.

Ejemplo 2

Amplificacién de fragmento de PCR correspondiente a la subunidad de integrina o10
bovina.

Materiales y métodos

Se usaron los cebadores degenerados GAY AAY ACI GCI CAR AC (DNTAQT, directo)
y TIA TIS WRT GRT GIG GYT (EPHHSI, inverso) en PCR (Camper et al, JBC, 273,
20383-20389 (1998) para amplificar la secuencia de nucle6tidos correspondiente al
péptido bovino 1 (figura 2). Se amplificé entonces un fragmento de PCR de 900 pb a
partir de ADNc bovino usando un cebador especifico interno TCA GCC TAC ATT CAG
TAT (SAYIQY, directo) correspondiente a la secuencia de nucleétidos clonada del
péptido 1 junto con el cebador degenerado ICK RTC CCA RTG ICC IGG (PGHWDR,
inverso) correspondiente al péptido bovino 2 (figura 2). Se usaron bases mixtas en po-
siciones que estaban degeneradas dos veces y se usaron inosinas en posiciones que
estaban degeneradas tres o cuatro veces. Se realizaron el aislamiento de ARNm vy la
sintesis de ADNc tal como se describié anteriormente (Camper et al, JBC, 273, 20383-
20389 (1998)). Se clono el fragmento purificado, se purificé y se secuencioé tal como se
describi6é anteriormente (Camper et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998)).

Resultados

Se obtuvo la secuencia de nucleétidos del péptido 1 (figura 2) mediante amplificacién
por PCR, clonacion y secuenciacion de ADNc bovino. A partir de esta secuencia de nu-
cleétidos, se disefid un cebador exacto y se aplicé en la amplificacion por PCR con ce-
badores degenerados correspondientes a los péptidos 2-6 (figura 2). Cebadores co-
rrespondientes a los péptidos 1 y 2 amplificaron un fragmento de PCR de 900 pb a par-
tir de ADNc bovino (figura 4).

Ejemplo3
Clonacioén y andlisis de secuencia de la subunidad de integrina o 10 humana

Material y métodos

Se marco con digoxigenina el fragmento de PCR de 900 pb clonado, correspondiente a
integrina a10, segun el kit de marcaje de ADN DIG (Boehringer Mannheim) y se usoé
como sonda para examinar una biblioteca de ADNc AZapll de condrocitos articulares
humanos (proporcionada por Michael Bayliss, The Royal Veterinary Basic Sciences,
Londres, RU) (52). Se rescataron clones positivos que contenian el plasmido pBlues-
cript SK+ con el inserto de ADNc a partir del vector ZAP mediante corte in vivo tal como
se describe en el kit de sintesis ZAP-ADNCc® (Stratagene). Se purificaron plasmidos se-
leccionados y se secuenciaron tal como se describio anteriormente (Camper et al, JBC,
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273, 20383-20389 (1998)) usando cebadores especificos T3, T7 e internos. Para obte-
ner ADNc que codificaba para el extremo 5’ de a10, se disefié el cebador AAC TCG
TCT TCC AGT GCC ATT CGT GGG (inverso; residuos 1254-1280 en ADNc de al10) y
se uso para la amplificacion rapida del extremo 5 del ADNc (RACE) tal como se des-
cribe en el kit de amplificaciéon de ADNc Marathon™ (Clontech INC., Palo Alto, CA).

Resultados

Se aislaron dos clones solapantes, hcl y hc2 (figura 5), se subclonaron y se secuencia-
ron. Estos clones contenian 2/3 de la secuencia de nucledétidos incluyendo el extremo
3’ del ADNc. Se obtuvo un tercer clon (racel; figura 5), que contenia el extremo 5’ del
ADNCc de a10, usando la técnica de RACE. A partir de estos tres clones solapantes de
ADNCc de a10, se secuenciaron 3884 nucleétidos. La secuencia de nucleétidos y la se-
cuencia de aminoacidos deducida se muestran en la figura 6. La secuencia contiene un
marco de lectura abierto de 3504 nucleétidos que se pronostica que codifica para una
proteina madura de 1167 aminoacidos. El sitio de escision del péptido sefial estd mar-
cado con una flecha, los homologos humanos de secuencias de péptidos bovinos estan
subrayados y el dominio | estd recuadrado. Se indican sitios de union de i6n metélico
con un subrayado discontinuo, se indican sitios de N-glicosilacion potenciales mediante
un asterisco y el supuesto dominio transmembrana esta doblemente subrayado. La se-
cuencia citoplasméatica conservada de manera normal se indica mediante un punto y un
subrayado discontinuo punteado.

El andlisis de secuencia demuestra que a10 es un miembro de la familia de subunida-
des a de integrinas.

Ejemplo4
Identificacion de un clon que contiene una variante de corte y empalme de 10

Un clon que se aisl6 a partir de la biblioteca de condrocitos humanos (véase el ejemplo
3) contenia una secuencia que era idéntica a la secuencia de la subunidad de integrina
10 excepto porque se delecionaron los nucleétidos entre las posiciones de nt 2942 y
3055. Se verifico la variante de corte y empalme de al0 en experimentos de PCR
usando cebadores que flanqueaban a la region de corte y empalme (véase la figura
14).

Ejemplo 5

Identificacion de la subunidad de integrina o 10 mediante transferencia de tipo Northern

Material y métodos

Se purific6 ARNm de condrocitos bovinos usando un kit de purificacion de ARNm
QuickPrep®Micro (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia), se separé en un gel de aga-
rosa-formaldehido al 1%, se transfiri6 a membranas de nailon se inmovilizé6 mediante
reticulacion por UV. Se marcaron con 32P sondas de ADNc con el kit de marcaje de
ADN Random Primed (Boehringer Mannheim). Se hibridaron previamente los filtros du-
rante 2-4 horas a 42°C en 5x SSE, 5x disolucion de Denhart, SDS al 0,1%, ADN de es-
perma de salmoén 50 pg/ml y formamida al 50% y entonces se hibridaron durante la no-
che a 42°C con la misma disolucion que contenia la sonda especifica (0,5-1 x 106
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cpm/ml). Se analizaron sondas de ADN especificamente unidas usando el sistema
Phosphoimager (Fuji). Se separaron los filtros lavando en SDS al 0,1%, durante 1 hora
a 80°C antes de volver a estudiar con sonda. Se aislé la sonda de ADNc de integrina
al0 a partir del plasmido que contenia racel usando las enzimas de restriccion BamHI
(GIBCO BRL) y Ncol (Boehringer Mannheim). La sonda de ARNc de integrina 3 de rata
era un gentil regalo de Staffan Johansson, Uppsala, Suecia.

Resultados

El analisis de transferencia de tipo Northern de ARNm de condrocitos bovinos mostré
que una sonda de ADNc de a10 humana se hibridaba con un Ganico ARNm de aproxi-
madamente 5,4 kb (figura 7). Como comparacion, se usé una sonda de ADNc corres-
pondiente a la subunidad al de integrina. Esta sonda de ADNCc se hibridaba con una
banda de ARNm de aproximadamente 3,5 kb en el mismo filtro. Estos resultados mues-
tran que puede usarse una sonda de ADNc contra a10 para identificar la subunidad de
integrina 10 al nivel del ARNm.

Ejemplo 6

Preparacion de anticuerpos contra la subunidad 10 de integrina

Se sintetizé un péptido correspondiente a parte del dominio citoplasmatico de «10,
Ckkipeeekreekle (véase la figura 6) y se conjug6 con hemocianina de lapa californiana
(KLH). Se inmunizaron conejos con el conjugado de péptido-KLH para generar antisue-
ro contra la subunidad a10 de integrina. Se purificaron por afinidad anticuerpos que re-
conocian a10 en una columna con péptidos acoplados (Innovagen AB).

Ejemplo 7

Inmunoprecipitacion de la subunidad 10 de integrina a partir de condrocitos

Material y métodos

Se marcaron con **°| condrocitos humanos, se lisaron con Triton X-100 y se inmuno-
precipitaron tal como se describiéo anteriormente (Holmvall et al, Exp Cell Res, 221,
496-503 (1995), Camper et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998)). Se inmunoprecipitaron
lisados en Triton X-100 de condrocitos humanos marcados con *?°I con anticuerpos po-
liclonales contras las subunidades de integrinas 1, al, a2, a3 0 a1l0. Se separaron las
proteinas inmunoprecipitadas mediante SDS-PAGE (4-12%) en condiciones no reduc-
toras y se visualizaron usando un Phosphoimager. Se separaron lisados en Triton X-
100 de condrocitos humanos inmunoprecipitados con a10 o 1 mediante SDS-PAGE
(8%) en condiciones no reductoras y se analizaron mediante inmunotransferencia de
tipo Western usando el anticuerpo policlonal frente a 1 y deteccién quimioluminiscente
tal como se describié en Camper et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998).

Resultados

El anticuerpo peptidico policlonal, generado contra el dominio citoplasmético de «10,
precipitdo dos bandas de proteinas con M, de aproximadamente 160 kD (a10) y 125 kD
(B1) en condiciones reductoras. La cadena 3 asociada a a10 migré6 como la subunidad
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de integrina B1 (figura 8a). Para verificar que la cadena 3 asociada a a10 en condroci-
tos es de hecho B1, se inmunoprecipitaron lisados de condrocitos con anticuerpos con-
tra 10 o B1 seguido por inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpos con-
tra la subunidad B1 (figura 8b). Estos resultados demuestran claramente que «10 es un
miembro de la familia de integrinas B1. Sin embargo, los resultados no excluyen la po-
sibilidad de que a10 pueda asociarse con otras cadenas 3 en otras situaciones.

Ejemplo 8
Tincion inmunohistoquimica de la subunidad o10 de integrina en cartilago humano y de

raton

Material y métodos

Se fijaron secciones congeladas de cartilago adulto (surco troclear) obtenidas durante
cirugia (proporcionadas por Anders Lindahl, Salgrenska Hospital, Gotemburgo, Suecia)
y secciones congeladas de extremidad de ratdén de 3 dias de edad y se prepararon pa-
ra la inmunohistoquimica tal como se describié anteriormente (Camper et al, JBC, 273,
20383-20389 (1998)). Se analizo la expresion de la subunidad de integrina 10 usando
el anticuerpo policlonal contra el dominio citoplasmatico como anticuerpo primario (véa-
se el ejemplo 6) y un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa.

Resultados
Las figuras 9 muestran la inmunotincion de cartilago articular adulto humano.

El anticuerpo frente a a10 que reconoce el dominio citoplasméatico de 10 tifid los con-
drocitos en secciones de tejido de cartilago articular humano (A). La tincion se redujo
cuando el anticuerpo se preincubo con el péptido a10 (B). Un anticuerpo de control que
reconocia la subunidad de integrina a9 no se unia al condrocito (C).

Las figuras 10 muestran que el anticuerpo frente a o10 tifie la mayoria de los condroci-
tos en el primordio 6seo en crecimiento (a y b). El anticuerpo frente a a10 también re-
conocia células en el surco de osificacion de Ranvier (b), especialmente los osteoblas-
tos en la corteza 6sea que estan revistiendo el cartilago en la metéfisis son altamente
positivos para a10. Se cree que las células en la ranura de osificacion de Ranvier son
importantes para el crecimiento en diametro del hueso. La subunidad «10 de integrina
se expresa también altamente en pericondrio y periostio. Probablemente, las células en
estos tejidos son importantes en la reparacion del tejido de cartilago. La localizacion
descrita de la subunidad a10 de integrina sugiere que esta integrina es importante para
la funcién del tejido de cartilago.

Ejemplo 9

Tincion inmunohistoquimica de la subunidad a10 de integrina durante el desarrollo del
raton

Material y métodos

Se investigaron secciones congeladas de embriones de ratén (13,5 dias) para determi-
nar la expresion de 10 mediante inmunohistoquimica tal como se describe en Camper
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et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998). Se analiz6 la expresion de la subunidad de inte-
grina a10 usando el anticuerpo policlonal contra el dominio citoplasmatico como anti-
cuerpo primario (véase el ejemplo 6) y un anticuerpo secundario conjugado con peroxi-
dasa. Se investigaron también las secciones de embriones para determinar la expre-
sion de la subunidad al de integrina (anticuerpo monoclonal de Pharmingen) y colage-
no tipo Il (anticuerpo monoclonal, gentil regalo del Dr. John Mo, Lund University, Sue-
cia).

Resultados

La figura 11 muestra que la subunidad de integrina 10 no esté regulada en la extremi-
dad cuando las células mesenquimatosas experimentan condensacion para formar
cartilago (a). Especialmente el borde del cartilago recién formado tiene alta expresion
de o10. La formacidon de cartilago se verifica mediante la alta expresion del colageno
tipo Il especifico de cartilago (b). El anticuerpo de control contra la subunidad de inte-
grina a1l mostré so6lo una débil expresion en el cartilago (c). En otros experimentos, se
encontré expresion de a.10 en todos los tejidos que contenian cartilago en el raton de 3
dias de edad incluyendo extremidades, costillas y vértebras. La regulacion por incre-
mento de a10 durante la formacion de cartilago sugiere que esta subunidad de integri-
na es importante tanto en el desarrollo de cartilago y hueso como en la reparacion de
tejido de cartilago dafado.

Ejemplo 10

Expresion de ARNm de a10 en tejidos distintos de cartilago articular

Material y métodos

Se examind la expresion de la subunidad de integrina 10 al nivel del ARNm en dife-
rentes tejidos humanos. Se hibridé una transferencia de tipo Northern con ARNm inmo-
vilizado a partir de los tejidos enumerados en la figura 12 con una sonda de ADNc de
integrina o10 aislada a partir del plasmido que contenia race 1 usando las enzimas de
restriccion BamH1 y Ncol. Se analiz6 el grado de hibridacién usando un Phosphoima-
ger. Los siguientes simbolos indican el nivel de ARNm en orden creciente: -, +, ++,
+++, ++++,

Resultados

El analisis del ARNm hibridado mostroé que a10 se expresaba en aorta, traquea, médu-
la espinal, corazén, pulmén y rifidn (figura 12). Todos los otros tejidos aparecian nega-
tivos para la expresion de al10. Estos resultados apuntan a una distribucion restringida
de la subunidad de integrina a.10.

Ejemplo 11

Tincién inmunohistoquimica de a10 en fascia alrededor del tendén y musculo esquelé-
tico y en estructuras de tendon en valvulas cardiacas.
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Materiales y métodos

Se fijaron secciones congeladas de cartilago adulto (surco troclear) obtenidas durante
cirugia (proporcionadas por Anders Lindahl, Salgrenska Hospital, Gotemburgo, Suecia)
y secciones congeladas de extremidad de ratén de 3 dias de edad y se prepararon pa-
ra la inmunohistoquimica tal como se describié anteriormente (Camper et al, JBC, 273,
20383-20389 (1998)). Se analiz6 la expresion de la subunidad de integrina 10 usando
el anticuerpo policlonal contra el dominio citoplasmatico como anticuerpo primario (véa-
se el ejemplo 6) y un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa.

Resultados

Tal como se muestra en las figuras 13, se encontré expresion de a10 en la fascia que
rodea al tenddén (a) y musculo esquelético (b) y en las estructuras de tendén en las
valvulas cardiacas (c). Esta localizacion sugiere que a10 puede unirse a otras molécu-
las de la matriz ademas de al colageno tipo Il especifico de cartilago. La localizacién de
la integrina .10 en la superficie de tendones indica que a10 puede estar implicada en
la adhesion no deseada que se produce a menudo entre tendones/ligamentos y el teji-
do circundante tras infeccion, lesion o tras cirugia.

Ejemplo 12

Expresion de ARNm de la subunidad de integrina a10 en condrocitos, células endote-
liales y fibroblastos.

Material y métodos

Se realizaron el aislamiento de ARNm, la sintesis de ADNc y la amplificacion por PCR
tal como se describio anteriormente (Camper et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998)).

Resultados

La figura 14 muestra la amplificaciéon por PCR de ADNc de 10 a partir de condrocitos
articulares humanos (carriles A6 y B1), células endoteliales de vena umbilical humana
(carril A2), fibroblastos humanos (carril A4) y tendon de ratédn (figura 14b, carril B2). Los
carriles 1, 3y 5 en la figura 14A muestran fragmentos amplificados correspondientes a
la subunidad a2 de integrina en células endoteliales, fibroblastos y condrocitos, respec-
tivamente. Se usaron cebadores de ADNc correspondientes a las posiciones en la se-
cuencia de a10 nt 2919-2943 (directo) y nt 3554-3578 (inverso) (véase la figura 6) para
amplificar ADNc de a10 a partir de diferentes células. La figura muestra que se ampli-
ficd al0 en los tres tipos de células. Se amplificaron dos fragmentos de a10 que repre-
sentan la forma intacta de al10 (fragmento mas grande) y una variante de corte y em-
palme (fragmento mas pequefio). El fragmento mas grande era dominante en condroci-
tos mientras que el fragmento mas pequefio estaba mas pronunciado en tendén (B2).

Ejemplo 13
Construccién de un vector de expresion de mamiferos de o10.

Se inserto la secuencia codificante de proteina de longitud completa de 10 (combina-
da a partir de 3 clones, véase la figura 6) en el vector de expresion de mamiferos
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pcDNA3.1/Zeo (Invitrogen). El vector contiene el promotor de SV40 y una secuencia de
seleccion con zeocina. Se transfecto el vector de expresion que contiene o10 en célu-
las que expresan la subunidad de integrina 1 pero que carecen de expresion de la
subunidad o10. La expresion de la subunidad de integrina o10 en la superficie celular
puede analizarse mediante inmunoprecipitacién y/o citometria de flujo usando anticuer-
pos especificos para a10. La capacidad de union a ligando y la funcion de la subunidad
de integrina a10 insertada pueden demostrarse en el experimento de adhesion celular
y en experimentos de sefializacion.

Ejemplo 14

Construccion de un vector de expresion de mamiferos que contiene una variante de
corte y empalme de al0.

Se insertd la secuencia codificante de proteina de longitud completa de a10 (nt 2942-nt
3055 delecionados) en el vector de expresion de mamiferos pcDNA3 (véase el ejemplo
13). La expresion y funcidn de la variante de corte y empalme puede analizarse tal co-
mo se describe en el ejemplo 13 y compararse con la subunidad de integrina o10 intac-
ta.

Ejemplo 15

Aislamiento parcial y caracterizacion del ADN genomico de integrina o10

Material y métodos

Se marc6 con **P ADNc de 010 humano, aislado a partir de plasmido que contiene ra-
cel usando las enzimas de restriccion BamHI (GIBCO BRL) y Ncol (Boehringer Mann-
heim), y se us6 como sonda para examinar una biblioteca de cosmidos 129 de ratén
(proporcionada por Reinhard Fassler, Lund University). Se aislaron clones positivos y
se subclonaron. Se purificaron plasmidos seleccionados y se secuenciaron tal como se
describié anteriormente (Camper et al, JBC, 273, 20383-20389 (1998)) usando cebado-
res especificos T3, T7 e internos. Se construyeron entonces cebadores correspondien-
tes a ADN gendémico de ratdén y se usaron en PCR para amplificar e identificar la se-
cuencia gendémica de 10 a partir de los clones de cosmidos.

Resultados

La figura 15 muestra 7958 nt del gen de a10. Esta secuencia de ADN gendémico parcial
de la integrina a10 contiene 8 exones y una secuencia Kozak. Se uso la secuencia de
10 gendmica de ratdén para generar un vector de direccionamiento para experimentos
de inactivacion.

Ejemplo 16

Regulacion por incremento de la subunidad de integrina 10 en condrocitos cultivados
en lechos de alginato
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Material y métodos

Se desprendieron condrocitos humanos cultivados en monocapa durante 2 semanas
con tripsina-EDTA y se introdujeron en lechos de alginato. Se sabe que los condrocitos
cultivados en alginato conservan su fenotipo mientras que condrocitos cultivados en
monocapa se desdiferencian. Tras 11 dias, se aislaron condrocitos cultivados o bien en
alginato o bien en monocapa y se marcaron en la superficie con *?°I. Entonces se in-
munoprecipito la subunidad de integrina a10 con anticuerpos policlonales que reconoc-
ian el dominio citoplasmatico de a10 (véase el ejemplo 6 y Camper et al, JBC, 273,
20383-20389 (1998)).

Resultados

Tal como se muestra en la figura 16, condrocitos cultivados en lechos de alginato (carri-
les 3y 4) regulaban por incremento su expresion de proteina de a10p1. Esto estaba en
contraposicion a condrocitos cultivados en monocapa (carriles 1 y 2) que tenian una
expresion muy baja de a10B1. Se muestra la inmunoprecipitacion con anticuerpo de
control ac en los carriles 1 y 3. Se sabe que los condrocitos conservan su produccion
de matriz especifica de cartilago en cultivos en alginato pero no en cultivos en mono-
capa, lo que apunta a que el alginato conserva el fenotipo de los condrocitos. Estos re-
sultados apoyan que la subunidad de integrina a10 puede usarse como marcador para
condrocitos diferenciados.

Ejemplo 17
Inmunoprecipitacion de la subunidad de integrina o.10 a partir de células de musculo li-

so humanas.

Material y métodos

Se aislaron células de musculo liso humanas de aorta humana. Tras una semana en
cultivo, se marcaron las células con I, se lisaron y se inmunoprecipitaron con anti-
cuerpos contra la subunidad B1 de integrina (carril 1), al (carril 2), a2 (carril 3), a10
(carril 4), a3 (carril 5), control (carril 6) (figura 17). Se realiz6 el experimento tal como se
describe en el ejemplo 7.

Resultados

El anticuerpo frente a a10 precipitd dos bandas a partir de las células de musculo liso
correspondientes a la subunidad de integrina a10 y 1 (figura 17).

Ejemplo 18

Construccién de un vector de expresion bacteriano que contiene la secuencia para la
region de corte y empalma de a10.

Se construyé un plasmido para la expresion intracelular en E. coli de la region cortada y
empalmada de manera alternativa (pos. de aminoacido 952-986, SEQ. ID 1) tal como
se describe. Se realiz6 la retrotraduccion de la region cortada y empalmada de manera
alternativa usando la tabla de codones de alta frecuencia de E. coli, creando una se-
cuencia de ADNc del 96% de identidad con la secuencia original (SEQ. ID 1 pos. de
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nucledtido 2940-3044). Usando extensidn por solapamiento de secuencia (Horton et al.,
Biotechniques 8:528, 1990), se usé el cebador al0pfor (tab. I) y a10prev (tab. I) para
generar un fragmento bicatenario que codifica para la secuencia de aminoacidos de
a10. Se us6 este fragmento como molde de PCR con los cebadores a10pfor2 (tab. ) y
alOprev2 (tab. I) con el fin de generar un sitio de enzimas de restriccion para la subclo-
nacion en un vector pET que contenia el dominio Z de la proteina A de estafilococos,
creando una fusién de la regién cortada y empalmada de a10 con el dominio la parte
amino terminal del dominio Z encontrandose el sitio de escision de trombina entreme-
dias. Se muestra el fragmento generado en la segunda reaccién de PCR (SEQ ID No.
3) indicando también las enzimas de restriccion Unicas usadas para la subclonacion en
el vector de expresion.

Tabla 1

a10pfor 57 -
GTTCAGAACCTGGGTTGCTACGTTGTTTCCGGTCTGATCATCTCCGC

TCTGCTGCCGGCTGT-3’
alOpfor2 | 5-GGGGCATATGGTTCAGAACCTGGGTTGCTACGTTG-3'

alOprev °f - L
GATAACCTGGGACAAGCTTAGGAAGTAGTTACCACCGTGAGCAACAG

CCGGCAGCAGAGCGGA-3’

alOprev2 | '~
GGGGGGATCCGCGCGGCACCAGGCCGCTGATAACCTGGGACAAGCTT

AGGAAGT-3’
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Lista de secuencias

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 2
5 (2) INFORMACION PARA SEQ ID NO. 1:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 3884 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico y aminoécido
(C) TIPO DE CADENA: doble
10 (D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO MOLECULAR: ADNc
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(E) ORGANISMO: ser humano
(F) TIPO DE CELULA: condrocito
15 (xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO. 1:
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CAGGTCAGAAACCGATCAGGCATGGAACTCCCCTTCGTCACTCACCTGTTCTTGCCCCTG
T CCAGTOTTTGGCTAG TG TAC T TGACGGGARGCAGTGAGTGGRCARGAACGGGGAC
M E L P F V T H UL F L P L
GTGTTCCTGACAGGTCTCTGCTCCCCCTTTAACCTGGATGAACATCACCCACGCCTATTC
A CARG oA CTOTCOAGA ARG G GG ARRTTGOACCTACT TGTAG TG TCGGRTARG
vV F L T G L C. S P F N L D EHHUPRLF
CCAGGGCCACCAGAAGCTGAATTTGGATACAGTGTCTTACAACATGTTGGGGGTGGACAG
GO CCCaaTGaTCTTC oA TAAACCTATOTCACAGRATGTTOTACARCCCCCACCTOTC
P G P P E A E F G Y S VL Q HV G G G Q
CGATGGATGCTGGTGGGCGCCCCCTGGGATGGGCCTTCAGGCGACCGGAGGGGGGACGTT
_________ o e e e e e e e e e
GCTACCTACGACCACCCGC;GGGGACCCT;CCCGGAAGTECGCTGGCCTZCCCCCTGCA;
R W M L V G A P W DG P S G DR R G D V
TATCGCTGCCCTGTAGGGGGGGCCCACAATGCCCCATGTGCCAAGGGCCACTTAGGTGAC
A A
Y R C P V G G A H N A P C A K G H L G D
TACCAACTGGGAAATTCATCTCATCCTGCTGTGAATATGCACCTGGGGATGTCTCTGTTA
_________ o e e e e e b b e e —
ATGGTTGACCCTTTAAGTAEAGTAGGACG;CACTTATACETGGACCCCT;CAGAGACAA;
Y 0 L G N §S 8§ H P A V NM HULGMS L I
GAGACAGATGGTGATGGGGGATTCATGGCCTGTGCCCCTCTCTGGTCTCGTGCTTGTGGE
————————— e s ST T e Sttt 2

CTCTGTCTACCACTACCCCCTAAGTACCGGACACGGGGAGAGACCAGAGCACGAACACCG

ETDGD G G F M A C A P L % S R A C C
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AGCTCTGTCTTCAGTTCTGGGATATGTGCCCGTGTGGATGCTTCATTCCAGCCTCAGGGA
______________________________________________________ +
TCGAGACAG;AGTCAAGACZCTATACACG;GCACACCTAZGAAGTAAGG;CGGAGTCCCT
S §8 VvV F $ $ G I C ARV D AJ SV F QP QG
AGCCTGGCACCCACTGCCCAACGCTGCCCARCATACATGGATGTTGTCATTGTCTTGGAT
TCGGACCOTGOTOACGEGTTIGCoACGOOTIGTATGTACCTACAACAGTAACAGAACCTA
S L. AP T AaAQPRCPTYMDVV I V L D
GGCTCCAACAGCATCTACCCCTGGTCTGARGTTCAGACCTTCCTACGAAGACTGGTAGGG
CCGAGOTTOTCOTAGATGOGGACCAGACTICARGTCTGGAAGGATGCTTCTGACCATCCS
G S N S I Y P W S E V QT F L R R L V G
ARACTGTTTATTGACCCAGARCAGATACAGGTGGGACTGGTACAGTATGGGGAGAGCCCT
TTTGACAANT ARCTGGGTCTTGTCTATGT CCACCOTGACCATGTCATACCCCTCTCRGGA
K L F I D P E @Q I Q V G L V Q Y G E § P
GTACATGAGTGGTCCCTGGGAGATTTCCGAACGAAGGAAGAAGTGGTGAGAGCAGCAAAG
CATGTACTCACCAGGGACCCTCTARAGGCTTGCTTCCTTCTTCACCACT CTCGTCRTTTC
V HEW S L G DV FURTIEKEEV V R A A K
AACCTCAGTCGGCGGGAGGGACGAGAAACAAAGACTGCCCAAGCAATAATGGTGGCCTGC
TTGGAGTCAGECaC0CTOCCTaOTCT T IO TITCTOACGGGTICOTTAT TACCACCGGACG
N L S R R E G R E T K T A Q A I M V A C
ACAGAAGGGTTCAGTCAGTCCCATGGGGGCCGACCCGAGGCTGCCAGGCTACTGGTGGTT
TGTCTTOCCARGTCAGTCAGGGTACCCCCRCTAOGCTCCRACAOTCCGATGACCACCAR
T E G F S Q §$S HG GURPEA AW AR RIULILV V
GTCACTGATGGAGAGTCCCATGATGGAGAGGAGCTTCCTGCAGCACTAAAGGCCTGTGAG
_________ o o e e e e
CAGTGACTACCTCTCAGGG;ACTACCTCTZCTCGAAGGAZGTCGTGATT;CCGGACACTE
v TD GE S HDGEZETLUPAA®ATLIKACE
GCTGGAAGAGTGACACGCTATGGGATTGCAGTCCTTGGTCACTACCTCCGGCGGCAGCGA
COACCTTCTCACT O TGCGATACCCTARCOTCAGGARCCAGTGATGGAGGCCE00OTCRCT
A G R V T R Y G I A V L G H Y L R R Q R
GATCCCAGCTCTTTCCTGAGAGAAATTAGAACTATTGCCAGTGATCCAGATGAGCGATTC
_________ U S NS SO
CTAGGGTCGAGAAAGGACTZTCTTTAATC;TGATAACGGTCACTAGGTC;ACTCGCTAAé
b p s S5 F L RETIURTTIASDUPDERF
TTCTTCAATGTCACAGATGAGGCTGCTCTGACTGACATTGTGGATGCACTAGGAGATCGG
————————— e T T e ittt 3

AAGAAGTTACAGTGTCTACTCCGACGAGACTGACTGTARCACCTACGTGATCCTCTAGCC

£ ¥ MV T D E XA L T D I ¥ D & L G D R
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ATTTTTGGCCTTGAAGGGTCCCATGCAGARAACGARAGCTCCTTTGGGCTGGAAATGTCT
TAARAACOGCARCTTCOCACOOTACETCT T TGOTTTCAGGARACCCGACCTITACAGA
I F G L E G S HAEWNUES S FGUL E M S8
CAGATTGGTTTCTCCACTCATCGGCTRAAGGATGGGATTCTTTTTGGGATGGTGGGGGCC
______________________________________________________ +
GTCTAACCA;AGAGGTGAG;AGCCGATTTZCTACCCTAAgAAAAACCCTZCCACCCCCGG
Q I G F S T H R L KD GTI L F G M V G A
TATGACTGGGGAGGCTCTGTGCTATGGCTTGAAGGAGGCCACCGCCTTTTCCCCCCACGA
AT ACTGACCOCTCOOAGACACOATACCGAACTTCCTCCGGTOG0GEARAAGEGEOGTECT
Y D W G G S VL WL E G GHURUL F P P R
ATGGCACTGGAAGACGAGTTCCCCCCTGCACTGCAGAACCATGCAGCCTACCTGGGTTAC
TACCOTGACCTTCTGOTCARGOOGGOACETOACOTOT TGO TACITCOGATAGACCOARTS
M A L E D E F P P A L Q N H A A Y L G Y
TCTGTTTCTTCCATGCTTTTGCGGGGTGGACGCCGCCTGTTTCTCTCTGGGGCTCCTCGA
AGACAAAGAAGOTACGARARCICCCCACCTOCGECEGACARAGAGAGACCOCAGOAGCT
S vs s M L L RGGIRI RULFUL S G A P R
TTTAGACATCGAGGAAAAGTCATCGCCTTCCAGCTTAAGAAAGATGGGGCTGTGAGGGTT
AR TCTGTAGCTCOTT T T CAGTACCGGARGGT CORATT CTTTCTACCOCOACACT CCORA
F R H R G K V I A F QL K K D G A V R V
GCCCAGAGCCTCCAGGGGGAGCAGATTGGTTCATACTTTGGCAGTGAGCTCTGCCCATTG
COG6TCTCG0AGETCO0CETCOTCTARCCARGTATGARACCOTCACTCOAGACGEATARG
A Q S L Q G E Q I G $ Y F G S8 E L C P L
GATACAGATAGGGATGGAACAACTGATGTCTTACTTGTGGCTGCCCCCATGTTCCTGGGA
CTATGTOTATCOCTACO T TOTTaACTACAGAATOARCACCOACGEEEETACAAGEACCET
D T b R D G T T D V L L V A A P M F L G
CCCCAGAACAAGGARACAGGACGTGTTTATGTGTATCTGGTAGGCCAGCAGTCCTTGCTG
G0GGTCTTGTTCCTTTGTCOTGCACARATACACATAGACCATCCGOTCETCAGAACOAS
P Q N K E T G R V ¥ V ¥ L V G Q Q S L L
ACCCTCCAAGGAACACTTCAGCCAGAACCCCCCCAGGATGCTCGGTTTGGCTTTGCCATG
TOGGAGETTCCT TG TGARGTOGGTCT TGE00G00TCOTACOAGCCARACCOARACEETAC
T L Q G T L Q P E P P QDA AU RTFG F A M
GGAGCTCTTCCTGATCTGAACCRAGATGGTTTTGCTGATGTGGCTGTGGGGGCGCCTCTG
--------- i s i T T T T T TS

CCTCGAGAAGGACTAGACTTGGTTCTACCAARACGACTACACCGACACCCCCGCGGAGAC

G A L PDLNOQDGF ADV AV G 2 P L
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GAAGATGGGCACCAGGGAGCACTGTACCTGTACCATGGAACCCAGAGTGGAGTCAGGCCC
______________________________________________________ +
CTTCTACCC;TGGTCCCTCETGACATGGAZATGGTACCT;GGGTCTCACZTCAGTCCGGG
E D GH QG AULYUL Y HGT QS G V R P
CATCCTGCCCAGAGGATTGCTGCTGCCTCCATGCCACATGCCCTCAGCTACTTTGGCCGA
TAGGACOaNTCTCOTAA G ACEACEGACGTACEOTOTACGGGAGT CRTGARACCGGCT
H P A O R I A A A S M P H AL S Y F G R
AGTGTGGATGGTCGGCTAGATCTGGATGGAGATGATCTGGTCGATGTGGCTGTGGGTGCC
POACACCTACCAGCCGATCTAGACCTACCTCT ACTAGACCAGCTACACCGACACGEACGG
s vpGRUL DL DGD DL VDV A V G A
CAGGGGGCAGCCATCCTGCTCAGCTCCCGGCCCATTGTCCATCTGACCCCATCACTGGAG
STOCCCCaTOaRTAGGACGAGTCRASEG0CGEGTARCAGG TAGACTGGRATAGTGACCTC
Q G A A I L L 8 S R P I vV H L T P S L E
GTGACCCCACAGGCCATCAGTGTGGTTCAGAGGGACTGTAGGCGGCGAGGCCAAGAAGCA
CACTGOGGTGTCCGOTAGTCACACCARGT CTCCCTGACATCCGCCEOTCCGRTTCTTCRT
v T P Q A I s V V Q R D C R R R G Q E A&
GTCTGTCTCACTGCAGCCCTTTGCTTCCAAGTGACCTCCCGTACTCCTGGTCGCTGGGAT
CAGACAGACTGACGTCGGGAAACGAAGETTCACT GGAGGGCATGAGGACCAGCOACCCTA
v ¢ L T AAULCUV FQ VTS R T P G R W D
CACCAATTCTACATGAGGTTCACCGCATCACTGGATGRATGGACTGCTGGGGCACGTGCA
GTGGTTARGATGTACTCCARGTGGCETAGTGACCTACTTACCTGACGACCOCGTGCACET
H Q F YMRF T A S L DE W T A G A R B
GCATTTGATGGCTCTGGCCAGAGGTTGTCCCCTCGGAGGCTCCGGCTCAGTGTGGGGAAT
COTARACTACCGAGACCGGTCTC AR CAGOGGAGCCTCCGAGGCCEAGTCACACCCCTTA
A F DG S G Q R L S P R R L R L S vV G N
GTCACTTGTGAGCAGCTACACTTCCATGTGCTGGATACATCAGATTACCTCCGGCCAGTG
CAGTGAACACTCGTOGATGTGAAGGTACACGACCTATGTAGTCTARTGGAGOCCGGTCAC
v T C E Q L H F 'H v L. b T $S DY L R P V
GCCTTGACTGTGACCTTTGCCTTGGACAATACTACAAAGCCAGGGCCTGTGCTGAATGAG
COOARCTGACACT GEAAACEGAACCTTTATOAT T T TCGETCCOOOACAGOACTTACTC
AL T VT FAULDWNTTIK P G P V L N E
GGCTCACCCACCTCTATACAAAAGCTGGTCCCCTTCTCAAAGGATTGTGGCCCTGACAAT
--------- R e T e T W

CCGAGTGGGTGGAGATATGTTTTCGACCAGGGGAAGAGTTTCCTAACACCGGGACTGTTA

G s p T § I Q K L v P F S KD C G P D N
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GAATGTGTCACAGACCTGGTGCTTCAAGTGAATATGGACATCAGAGGCTCCAGGAAGGCC
2401 -=---m--- Fmm——————— tomm o e e R o + 2460
CTTACACAGTGTCTGGACCACGAAGTTCACTTATACCTGTAGTCTCCGAGGTCCTTCCGG

ECVv‘TDULWVIL QVNMUDTIIRG S R K A

CCATTTGTGGTTCGAGGTGGCCGGCGGAAAGTGCTGGTATCTACAACTCTGGAGAACAGA
2461 -=---ee-- et Fommmem—— tommm e Fomm—m - e + 2520
GGTAAACACCAAGCTCCACCGGCCGCCTTTCACGACCATAGATGTTGAGACCTCTTGTCT

P F VV RGGRIRI KUV L VS TTULE N R

ARGGAARATGCTTACAATACGAGCCTGAGTATCATCTTCTCTAGAAACCTCCACCTGGCC
2521 ——mmmmmmm Hmmmmmmee . . S Fm—mm e + 2580
TTCCTTTTACGAATGTTATGCTCGGACTCATAGTAGAAGAGATCTTTGGAGGTGGACCGG

K ENA Y NT S L S I I F.S R N L H L A

AGTCTCACTCCTCAGAGAGAGAGCCCAATAAAGGTGGAATGTGCCGCCCCTTCTGCTCAT
2581 --------- Fo———————- Frommm e e Fmmmm Fow + 2640
TCAGAGTGAGGAGTCTCTCTCTCGGGTTATTTCCACCTTACACGGCGGGGAAGACGAGTA

$ LT P Q R E S P I KV E CAA AP S A H

GCCCGGCTCTGCAGTGTGGGGCATCCTGTCTTCCAGACTGGAGCCAAGGTGACCTTTCTG
2641 ----=--—-~ e —————— Fommmm e tomm e Fommm e Frrmm————— + 2700
CGGGCCGAGACGTCACACCCCGTAGGACAGAAGGTCTGACCTCGGTTCCACTGGARAGAC

AR L C.8S VG H PV F QT G AI KV T F L

CTAGAGTTTGAGTTTAGCTGCTCCTCTCTCCTGAGCCAGGTCTTTGGGAAGCTGACTGCC
2701 ~=-memem- tommm————— o e fomm - Fomm—————— Fmmm—————— + 2760

GATCTCAAACTCAAATCGACGAGGAGAGAGGACTCGGTCCAGAAACCCTTCGACTGACGG

L E F E F §$ C S8 S8 L L 8 Q V F G K L T A

AGCAGTGACAGCCTGGAGAGARAATGGCACCCTTCAAGAAARACACAGCCCAGACCTCAGCC
2761 —===—m— Fmm Fommmm———— Fom—mm———— Fomm—————— B + 2820
TCGTCACTGTCGGACCTCTCTTTACCGTGGGAAGTTCTTTTGTGTCGGGTCTGGAGTCGG

S §$ psS L E R NGT T L Q E N T A Q T S A -
TACATCCAATATGAGCCCCACCTCCTGTTCTCTAGTGAGTCTACCCTGCACCGCTATGAG

2821 --~-——--- Fom— Fmmmm Fommm———— Fommm e ———— Fomm + 2880
ATGTAGGTTATACTCGGGGTGGAGGACAAGAGATCACTCAGATGGGACGTGGCGATACTC

Y I QY E P HULUL F S S E S TULHR Y E

GTTCACCCATATGGGACCCTCCCAGTGGGTCCTGGCCCAGAATTCAAAACCACTCTCAGG
2881 ---=—m--- fommm e R et tomm e s tomem— e + 2940
CAAGTGGGTATACCCTGGGAGGGTCACCCAGGACCGGGTCTTAAGTTTTGGTGAGAGTCC

VH P Y G T VL PV G P G P E F KT TUL R

GTTCAGAACCTAGGCTGCTATGTGGTCAGTGGCCTCATCATCTCAGCCCTCCTTCCAGCT
2941 —---v-ee-- Fommmm e N it T e R e + 3000

CARGTCTTGGATCCGACGATACACCAGTCACCGGAGTAGTAGAGTCGGGAGGAAGGTCGA

vVogNILSGT CYVV S GVLTITI S AL L P A

t

GTGGCCCATGGGGGCAATTACTTCCTATCACTGTCTCAAGTCATCACTAACAATGCAAGC
3001 --~~=~--- tomm e ——— R et B ahatatat Fommm—————— Fommee - + 3060
CACCGGGTACCCCCGTTAATGAAGGATAGTGACAGAGTTCAGTAGTGATTGTTACGTTCG

VA H G GN Y FL S L S QV I T N N A S -

30
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TGCATAGTGCAGAACCTGACTGAACCCCCAGGCCCACCTGTGCATCCAGAGGAGCTTCAA
————————— R e ittt & TR B

ACGTATCACGTCTTGGACTGACTTGGGGGT CCGGGTGGACACGTAGGTCTCCTCGAAGTT
c I V. Qg N L TE PP G P P V HUPEEL Q

CACACAAACAGACTGAATGGGAGCAATACTCAGTGTCAGGTGGTGAGGTGCCACCTTGGG
————————— e s T P PSR

GTGTGTTTGTCTGACTTACCCTCGTTATGAGTCACAGTCCACCACTCCACGGTGGAACCC
H TN RULDNG S NT QC QV V R CHUL G

CAGCTGGCAAAGGGGACTGAGGTCTCTGTTGGACTATTGAGGCTGGTTCACAATGAATTT
--------- s T s T SR PRRE

GTCGACCGTTTCCCCTGACTCCAGAGACAACCTGATAACTCCGACCAAGTGTTACTTAAA
Q L A K G TEV S§ V ¢GL L R L V HNE F

TTCCGAAGAGCCAAGTTCAAGTCCCTGACGGTGGTCAGCACCTTTGAGCTGGGAACCGAA
————————— e s et e R it

AAGGCTTCTCGGTTCAAGTTCAGGGACTGCCACCAGTCGTGGARACTCGACCCTTGGCTT
FRRAZ KT FI K STLTVV ST FEULGTE

GAGGGCAGTGTCCTACAGCTGACTGAAGCCTCCCGTTGGAGTGAGAGCCTCTTGGAGGTG
————————— B i e Rt T

CTCCCGTCACAGGATGTCGACTGACT TCGGAGGGCAACCTCACTCTCGGAGAACCTCCAC
E G S v L QL T EW ASURW S E S L L E V

GTTCAGACCCGGCCTATCCTCATCTCCCTGTGGATCCTCATAGGCAGTGTCCTGGGAGGG
————————— T T T et el T

CAAGTCTGGGCCGGATAGGAGTAGAGGGACACCTAGGAGTATCCGTCACAGGACCCTCCC
v oTHR P I L I S L W I L I G S V L G G

TTGCTCCTGCTTGCTCTCCTTGTCTTCTGCCTGTGGAAGCTTGGCTTCTTTGCCCATAAG
--------- e e et e S

AACGAGGACGAACGAGAGGAACAGAAGACGGACACCTTCGAACCGAAGAAACGGGTATTC
L' L L L ALULV F CUL1L1TWI KUL G F F A H K

AAAATCCCTGAGGAAGAAAAAAGAGARGAGAAGTTGGAGCAATGAATGTAGAATAAGGGT
--------- e T st A
TTTTAGGGACTCCTTCTTTTTTCTCTTCTCTTCAACCTCGTTACTTACATCTTATTCCCA

K I P E E E K R E E K L E Q

CTAGAAAGTCCTCCCTGGCAGCTTTCTTCAAGAGACTTGCATAAAAGCAGAGGTTTGGGG
--------- R T T Tl
GATCTTTCAGGAGGGACCGTCGAAAGAAGTTCTCTGAACGTATTTTCGTCTCCARACCCC

GCTCAGATGGGACRAGAAGCCGCCTCTGGACTATCTCCCCAGACCAGCAGCCTGACTTGA
————————— ittt e e T e Y

CGAGTCTACCCTGTTCTTCGGCGGAGACCTGATAGAGGGGTCTGGTCGTCGGACTGAACT

CTTTTGAGTCCTAGGGATGCTGCTGGCTAGAGATGAGGCTTTACCTCAGACAAGAAGAGC
--------- B e et b ettt T

GAAAACTCAGGATCCCTACGACGACCGATCTCTACTCCGARATGGAGTCTGTTCTTCTCG
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TGGCACCAAAACTAGCCATGCTCCCACCCTCTGCTTCCCTCCTCCTCGTGATCCTGGTTC
3721 —=w-w=——e- Fmm——————— tom——ee— - Form e ———— Fommm e Fo—m + 3780

ACCGTGGTTTTGATCGGTACGAGGGTGGGAGACGAAGGGAGGAGGAGCACTAGGACCAAG

CATAGCCRACACTGGGGCTTTTGTTTGGGGTCCTTTTATCCCCAGGAATCAATAATTTTT
3781 --------- ekt e e i e L + 3840
GTATCGGTTGTGACCCCGAAAACAAACCCCAGGAARATAGGGGTCCTTAGTTATTAAAAA

TTGCCTAGGAAAAARARAAGCGGCCGCGAATTCGATATCAAGCT
3841 =--—-e—ee Fomm—————— tmmmmm———— Fmmmmm———— +---- 3884
AACGGATCCTTTTTTTTTTCGCCGGCGCTTAAGCTATAGTTCGA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO. 2:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 3779 pares de bases
5 (B) TIPO: acido nucleico y aminoécido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal
(E)
(i) TIPO MOLECULAR: ADNc
10 (vi) FUENTE ORIGINAL:
(E) ORGANISMO: ser humano
(F) TIPO DE CELULA: condrocito
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO. 2:
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CAGGTCAGARAACCGATCAGGCATGGAACTCCCCTTCGTCACTCACCTGTTCTTGCCCCTG
————————— L T s et PRI
GTCCAGTCTTTGGCTAGTCCGTACCTTGAGGGGAAGCAGTGAGTGGACAAGAACGGGGAC

M E L P F V T H L F L P L
GTGTTCCTGACAGGTCTCTGCTCCCCCTTTAACCTGGATGAACATCACCCACGCCTATTC
CACAAGGACTGTCCAGAGACGAGGGGGARATTGGACCTACT TGTAGTGGGTGCGCATARG
V F L T GGL C s P F NLUDEHUHU®PRLF
CCAGGGCCACCAGAAGCTGAATTTGGATACAGTGTCT TACAACATGTTGGGGGTGGACAG
SOTCOCGaTORTCT IO AACTTARCCTATCTCACAGAATGT TGTACAACCCCCACCTOTC
P G P P EAEVF.GY S VL QHV G G G Q
CGATGGATGCTGGTGGGCGCCCCCTGGGATGGGCCTTCAGGCGACCGGAGGGGGGACGTT
TR CTACGACCAC GO Ga00GACCCTACCCGEARGTCCOCTEO0CTCOCCCCTECAA
R W M L VG A P W D G P S GD R R G DV
TATCGCTGCCCTGTAGGGGGGGCCCACAATGCCCCATGTGCCAAGGGCCACTTAGGTGAC
______________________________________________________ +
ATAGCGACG;GACATCCCCZCCGGGTGTT;CGGGGTACAEGGTTCCCGG;GAATCCACTG
Y R C P V G GA HNAUP CA A K G HUL G D
TACCAACTGGGAAATTCATCTCATCCTGCTGTGAATATGCACCTGGGGATGTCTCTGTTA
AT TTGACCCTTTAAGTAGAGTAGGACGACACTTAT ACGTGOACCCCTACAGAGACAAT
Y ¢ L G NS S HP AV NMUHIULGMMS L L
GAGACAGATGGTGATGGGGGATTCATGGCCTGTGCCCCTCTCTGGTCTCGTGCTTGTGGC
CTCTGTCTACCACTACCCCCTARGTACCGGACACGEGGACAGACCAGAGCACGARCACCG
E T D G D G G F M A COA P L W S R A C G
AGCTCTGTCTTCAGTTCTGGGATATGTGCCCGTGTGGATGCTTCATTCCAGCCTCAGGGA

————————— B et S Tt T Aatatat e L
TCGAGACAGAAGTCAAGACCCTATACACGGGCACACCTACGAAGTAAGGTCGGAGTCCCT
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S §s V. F 8 s 6 I C A RV DM ASTF OQ?P QG

AGCCTGGCACCCACTGCCCAACGCTGCCCAACATACATGGATGTTGTCATTGTCTTGGAT
______________________________________________________ +
TCGGACCGTEGGTGACGGG;TGCGACGGG;TGTATGTACZTACAACAGT;ACAGAACCTA
S L. AP T A QU RTCU&PTYMDUVV I V L D

GGCTCCAACAGCATCTACCCCTGGTCTGAACTTCAGACCTTCCTACGAAGACTGGTAGCG
COGAGETTOTCaTAGATGGGEACCAGACTTCARGTCTGGARGEATGCTTCTEACCATCCE
G 8§ N §$ I Y P W S E V Q T F L R R L V G

AAACTGTTTATTGACCCAGAACAGATACAGGTGGGACTGGTACAGTATGGGGAGAGCCCT
T TTOn AR TARCTGOATCT T T TATOT COAGOCTORCOATETCATACUCCTOTCOGGA
K L F I b P E QI Q VGGL V Q Y G E s P

GTACATGAGTGGTCCCTGGGAGAT TTCCGAACGAAGGAAGAAGTGGTGAGAGCAGCARAG
CATGTACTCACCAGGGACCETCTARAGGCTTGCTTCOTTCTTOACCACT CTCGTCGTTIC
V H E W S L G D F RTKEE V V R A A K

AACCTCAGTCGGCGGGAGGGACGAGAAACAAAGACTGCCCAAGCAQTAATGGTGGCCTGC
______________________________________________________ +
TTGGAGTCAéCCGCCCTCCZTGCTCTTTG;TTCTGACGG;TTCGTTATT;CCACCGGACG
N L S R R é G R E T KT A Q A I M V A C

ACAGAAGGGTTCAGTCAGTCCCATGGGGGCCGACCCGAGGCTGCCAGGCTACTGGTGGTT
————————— R T S S e S
TGTCTTCCCAAGTCAGTCA;GGTACCCCCZG.TGGGCTC;GACGGTCCG;TGACCACCAA
T E G F S Q §S$ H G G R P E AAURL L V V

GTCACTGATGGAGAGTCCCATGATGGAGAGGAGCTTCCTGCAGCACTARAGGCCTGTGAG
AT ORI TOTCAGGOTACTACH T T O TCOAAGEACGTORTGATT TCCGOACACTE
v T D G E S HDGEETLU?P A ALK A C E

GCTGGAAGAGTGACACGCTATGGGATTGCAGTCCTTGGTCACTACCTCCGGCGGCAGCGA
COACCTTCTCACTGTGCGATACCCTARCTOAGOAACOACTGATGGAGECCO0CGTCRCT
A G R V T R Y 66 I A V L G H Y L h R Q R

GATCCCAGCTCTTTCCTGAGAGAAATTAGAACTATTGCCAGTGATCCAGATGAGCGATTC
————————— Bt S R S et
CTAGGGTCGAGAAAGGACT;TCTTTAATC;TGATAACGG;CACTAGGTC;ACTCGCTAAG
b Pp § S F L R E I RTTI A S D P D E R F

TTCTTCAATGTCACAGATGAGGCTGCTCTGACTGACATTGTGGATGCACTAGGAGATCGG
————————— et s et T S SRR
AAGAAGTTACAGTGTCTACTCCGACGAGACTGACTGTAACACCTACGTG;TCCTCTAGCC
F F NV T DE A AULTD I V DAL G D R

ATTTTTGGCCTTGAAGGGTCCCATGCAGAAAACGAAAGCTCCTTTGGGCTGGAAATGTCT

--------- e e S e LT T
TARAAACCGGAACTTCCCAGGGTACGTCTTTTGCTTTCGAGGAAACCCGACCTTTACAGA
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I F G L E G S HAENES S F G VL E M S
CAGATTGGTTTCTCCACTCATCGGCTARAGGATGGGATTCTTTTTGGGATGGTGGGGGCC
--------------------------------------------- fmmmmm
GTCTAACCA;AGAGGTGAG;AGCCGATTTZCTACCCTAA;AAAAACCCTACCACCCCCGG
Q I G F S T H. R L K D G I L F G MV G A
TATGACTGGGGAGGCTCTGTGCTATGGéTTGAAGGAGGCCACCGCCTTTTCCCCCCACGA
_____________________________________________ e
ATACTGACC;CTCCGAGAC;CGATACCGA;CTTCCTCCG;TGGCGGAAAAGGGGGGTGC;
Y D W GG S VL WL EGSGHIRYULF P P R
ATGGCACTGGAAGACGAGTTCCCCCCTGCACTGCAGAACCATGCAGCCTACCTGGGTTAC
A TOACOTTOTOOTCARGEGEACITSACATCT TGO TACGT CRGATGGACCCARTG
M A L E D E F P P A L Q NH A A Y L G Y
TCTGTTTCTTCCATGCTTTTGCGGGGTGGACGCCGCCTGTTTCTCTCTGGGGCTCCTCGA
AGACAAAGAAGGTACGAARACOOCCCACOTGOG00G0ACARAGAGAGACCCCGAGEAGCT
s vsS s M L L R G G R RUL F L 8 G A P R
TTTAGACATCGAGGAAAAGTCATCGCCTTCCAGCTTAAGAAAGATQGGGCTGTGAGGGTT
AAATCTGTAGCTCCT T T TG TAGCOGARGETCOAATT T T TACCCCOACACTCOCAA
F R H R G K VI A F QUL K KDGA A V R V
GCCCAGAGCCTCCAGGGGGAGCAGATTGGTTCATACTTTGGCAGTGAGCTCTGCCCATTG
COG8TCTCaeAGITCCCCCT R TOTARCO ARG TATGARACCOTCHOTC GAGACGGGTARC
A Q@ S L ¢ G E Q I G S Y F G S E L C P L
GATACAGATAGGGATGGAACAACTGATGTCTTACTTGTGGCTGCCCCCATGTTCCTGGGA
T AT TATOCOTACCTTOTTGACTACA AN TEARCACCEACCOEOOTACAAGEACOCT
b T D RDGTTTD V L L VA AP MV F L G
CCCCAGAACAAGGAAACAGGACGTGTTTATGTGTATCTGGTAGGCCAGCAGTCCTTGCTG
S0GGTCTTGTTCCTTTGTCCTGCACARATACACATAGACCATCCOGTCGTCAGGAACGAC
P Q N K E T G R V Y V Y L V G Q Q S L L
ACCCTCCAAGGAACACTTCAGCCAGAACCCCCCCAGGATGCTCGGTTTGGCTTTGCCATG
TGGGAGGTTCCT TG TGARGTCOOTCTTGEGEaGTCCTACGAGCCARACCGARACGGTAC
T L Q G T L Q P ‘E P P Q b AR F G F A M
GGAGCTCTTCCTGATCTGAACCAAGATGGTTTTGCTGATGTGGCTGTGGGGGCGCCTCTG
_________ oo e e e e e e e e
CCTCGAGAAGGACTAGACTTGGTTCTACC;AAACGACTAZACCGACACC;CCGCGGAGAZ
G A L P D L N Q DG F A DV A V G A P L
GAAGATGGGCACCAGGGAGCACTGTACCTGTACCATGGAACCCAGAGTGGAGTCAGGCCC

————————— e aatat et T T SRP S
CTTCTACCCGTGGTCCCTCGTGACATGGACATGGTACCTTGGGTCTCACCTCAGTCCGGG
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E D G H Q G A L YL Y HG T Q S G V R P
CATCCTGCCCAGAGGATTGCTGCTGCCTCCATGCCACATGCCCTCAGCTACTTTGGCCGA
TR OACOaeTETCOT AR COACOACGEAGOTACOOTOTACOOGAGTCORTGARACCOGCT
H P A Q R I A A A S M P HA AUL S Y F G R
AGTGTGGATGGTCGGCTAGATCTGGATGGAGATGATCTGGTCGATGTGGCTGTGGGTGCC
EOACACOTAGCAGCCOATOTAGACCTACOTCTACTAGACOAGCTACACCEACACOCACES
$ v D G R L DL D GDUDUL VD V A V G A
CAGGGGGCAGCCATCCTGCTCAGCTCCCGGCCCATTGTCCATCTGACCCCATCACTGGAG
STCCCo0aTCaOTAGGACOAGT COAGGGCCGGETARCAGGTAGACT GGGGTAGTGACCTC
Q G A A I L L S S R P I V HUL TP S L E
GTGACCCCACAGGCCATCAGTGTGGTTCAGAGGGACTGTAGGCGGCGAGGCCARGAAGCA
CACTGGETOTCCaGTAGT CACACCAAGTOTCOCTGACATCOGO0GCT CCRGTTCTTCRT
vV T P Q A I 8§ V V Q R D C R- R R G Q E A
GTCTGTCTGACTGCAGCCCTTTGCTTCCAAGTGACCTCCCGTACTCCTGGTCGCTGGGAT
————————— e e e e L e e
CAGACAGACTGACGTCGGGAAACGAAGGTTCACTGGAGGGCATGAGGACCAGCGACCCTA
v ¢ L T A AL CUVFQV TS RT P G R W D
CACCAATTCTACATGAGGTTCACCGCATCACTGGATGAATGGACTGCTGGGGCACGTGCA
TGO TR TOTACTCCAAGTOCOTAGTOACOTACTTACCTGACGACCCRTECACEE
H Q F YMRF T A S L DE WTA A G AR A
GCATTTGATGGCTCTGGCCAGAGGTTGTCCCCTCGGAGGCTCCGGCTCAGTGTGGGGAAT
O TARACTACCGAGACCEaTCTCCARCAGGGOAGCETCCGAGGCCRAGTCACACCCCTTA
A F b G S GQRL S PRURULI RIL S V G N
GTCACTTGTGAGCAGCTACACTTCCATGTGCTGGATACATCAGATTACCTCCGGCCAGTG
CAGTGAACACTCOTCOATGTEARGOTACACOACCTATG TAGTCTARTGGAGGCCGGTCAC
v T ¢ E Q L HF HUV L DTS DY L R P V
GCCTTGACTGTGACCTTTGCCTTGGACAATACTACARAGCCAGGGCCTGTGCTGAATGAG
COGARCTGACACT GOARACGGAACCTOT TATGATGTITCGGTCCCORACACGACTTACTC
A L T V T F A L _Q N T T K P G P V L N E
GGCTCACCCACCTCTATACAARAAGCTGGTCCCCTTCTCAAAGGATTGTGGCCCTGACAAT
CCGAGTGOGTGRAGATATGT T TTCGACCACGEEARGAGTITCCTAACACCGGGACTTTA
G S P T S ; Q K _L vV P F § K D C G P D N
GAATGTGTCACAGACCTGGTGCTTCAAGTGAATATGGACATCAGAGGCTCCAGGAAGGCC

————————— I it ettt bl bbbt R
CTTACACAGTGTCTGGACCACGAAGTTCACTTATACCTGTAGTCTCCGAGGTCCTTCCGG
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E CV TODTLVTILOQVNMDTIT RTGS SR KA
CCATTTGTGGTTCGAGGTGGCCGGCGGARAGTGCTGGTATCTACAACTCTGGAGAACAGA
GO TAAACACCARGCTCOACCaaC0aCCT T TCACCACCATAGATOTTEAGACCTCTTGTCT
P FVVURGGIRTZ RTIEKTVTILVSTTTLTEN R
AAGGAAAATGCTTACAATACGAGCCTGAGTATCATCTTCTCTAGARACCTCCACCTGGCC
ITCCTTTTACCAATCTTATOCTCORACTCATACTAGAAGRGATCTTTGRAGGTAGACCTE
K ENA Y NT S LS I I F S RNTILTEHTLA
AGTCTCACTCCTCAGAGAGAGAGCCCAATAAAGGTGGAATGTGCCGCCCCTTCTGCTCAT
TCRGAGTOAGGAGTCTCTCTCTCGGETTAT T TOCACCT TACACOECOGEOARGACEASTA
S L T P QRETSTZPTIZ KTVYVETGCA AA ATPSAH
GCCCGGCTCTGCAGTGTGGGGCATCCTGTCTTCCAGACTGGAGCCAAGGTGACCTTTCTG
S O U S
A RLC SV GHTPVUVTFSOQTTGA ATE KTV VTTFL
CTAGAGTTTGAGTTTAGCTGCTCCTCTCTCCTGAGCCAGGTCTTTGGGAAGCTGACTGCC
A TCTGARRCTCARATCORCCACOAGAGACCACTCORTCCAGAAACCCT T COACTGACES
L EFETFSCSSLULS QV FGTZ KTLTA
AGCAGTGACAGCCTGGAGAGARATGGCACCCTTCAAGAAAACACAGCCCAGACCTCAGCC
5EEEEREE&gééé;EE¥E§ZE%E;;E&EEEEQA&%@E%Q@E&EéEEEEE?Ei&éA&%&&E
S s DS LEURUNGTTLG QTETNTA ATG QTS A
TACATCCAATATGAGCCCCACCTCCTGTTCTCTAGTGAGTCTACCCTGCACCGCTATGAG
AQEEAQEEQXEAEEEé&é&$éé£§é£€£&é£&AEE£E¥EXEQEEEELE&?E&E&QEQE%Z
Y I Q Y E P HULJLTFESSETSTTLUHTE RYE
GTTCACCCATATGGGACCCTCCCAGTGGGTCCTGGCCCAGAATTCAAAACCACTCTCAGG
AR TORGTATA O CTOeAG e TCACCCAGOACCOaaTCTTARGTT I T TOAGAGTCE
V HPY GTTLZPVGZPGTPETFTE KTTTL R
ACTAACAATGCAAGCTGCATAGTGCAGAACCTGACTGAACCCCCAGGCCCACCTGTGCAT
AT TTACGTTCGACETATCACOTCTTeGACTGACTTOAE G0 TCORGETAEACACETA
T N NA S CI VQNTLTTETPT®PGTPZPV H
CCAGAGGAGCTTCAACACACAAACAGACTGAATGGGAGCAATACTCAGTGTCAGGTGGTG
_________ PO SR
GGTCTCCTCGAAGTTGTGTETTT@TCTGAETTACCCTCG;TATGAGTCACAGTCCACCAZ
P EELOQUHTN NI RTLNTGT SUNTG QCO QUV V
AGGTGCCACCTTGGGCAGCTGGCARAGGGGACTGAGGTCTCTGTTGGACTATTGAGGCTG

————————— R el e Attt e e
TCCACGGTGGAACCCGTCGACCGTTTCCCCTGACTCCAGAGACAACCTGATAACTCCGAC
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R CHL GQULAZ KGTEUV SV G L L R L -

GTTCACAATGAATTTTTCCGAAGAGCCAAGTTCAAGTCCCTGACGGTGGTCAGCACCTTT
3121 ----—mmee tomm— e Fommmm e o et + 3180
CAAGTGTTACTTAAAAAGGCTTCTCGGTTCAAGTTCAGGGACTGCCACCAGTCGTGGAAA

V H N E F FRRAI KZ FI K SL TV V S T F -

GAGCTGGGAACCGAAGAGGGCAGTGTCCTACAGCTGACTGAAGCCTCCCGTTGGAGTGAG
3181 ——-=m—-- D ettt B tommmm——— e et B ittt + 3240
CTCGACCCTTGGCTTCTCCCGTCACAGGATGTCGACTGACTTCGGAGGGCAACCTCACTC

E L G T EE G S VL QL TEA AS SR W § E -

AGCCTCTTGGAGGTGGTTCAGACCCGGCCTATCCTCATCTCCCTGTGGATCCTCATAGGC
3241 ---——-——- et Fomem e e ————— fommm—meee B + 3300
TCGGAGAACCTCCACCAAGTCTGGGCCGGATAGGAGTAGAGGGACACCTAGGAGTATCCG

S L L E V V QTIRU®P I LI S L W I L I G -

AGTGTCCTGGGAGGGTTGCTCCTGCTTGCTCTCCTTGTCTTCTGCCTGTGGAAGCTTGGC
3301 ——--mmmm- PO . $ommmmmmm T fommmmmmee Fmmmm e + 3360
TCACAGGACCCTCCCAACGAGGACGAACGAGAGGAACAGAAGACGGACACCTTCGAACCG

$s vL 66 G L L L L AL VL VvV F CUL WKL G -

TTCTTTGCCCATARGRAAAATCCCTGAGGAAGARAAAAGAGAAGAGAAGTTGGAGCAATGA
3361 ——==—-—-- e Fommm————— Fomm— - fo———— e + 3420
AAGARAACGGGTATTCTTTTAGGGACTCCTTCTTTTTTCTCTTCTCTTCAACCTCGTTACT

F F A H K K I P EEZEI KU REEI KTLE Q

ATGTAGAATAAGGGTCTAGAAAGTCCTCCCTGGCAGCTTTCTTCAAGAGACTTGCATAAA
3421 --====---- e et e e et fommmm———— fommm + 3480
TACATCTTATTCCCAGATCTTTCAGGAGGGACCGTCGARAGAAGTTCTCTGAACGTATTT

AGCAGAGGTTTGGGGGCTCAGATGGGACAAGAAGCCGCCTCTGGACTATCTCCCCAGACC
3481 —-——--—=- e R ettt e fommm dommmm e + 3540
TCGTCTCCARACCCCCGAGTCTACCCTGTTCTTCGGCGGAGACCTGATAGAGGGGTCTGG

AGCAGCCTGACTTGACTTTTGAGTCCTAGGGATGCTGCTGGCTAGAGATGAGGCTTTACC
3541 ———-—-—w- pommm e ——— e B e R + 3600
TCGTCGGACTGAACTGAAAACTCAGGATCCCTACGACGACCGATCTCTACTCCGARAATGG

TCAGACAAGAAGAGCTGGCACCAAAACTAGCCATGCTCCCACCCTCTGCTTCCCTCCTCC
3601 --==----- bommmmmme Fommmmm e #mmmmmmme e e + 3660
AGTCTGTTCTTCTCGACCGTGGTTTTGATCGGTACGAGGGTGGGAGACGAAGGGAGGAGG

TCGTGATCCTGGTTCCATAGCCARCACTGGGGCTTTTGTTTGGGGTCCTTTTATCCCCAG
3661 -=---=—=- et R e Fommmm e R + 3720
AGCACTAGGACCAAGGTATCGGTTGTGACCCCGARAACARACCCCAGGARRATAGGGGTC

GAATCAATAATTTTTTTGCCTAGGAAAAARAARAGCGGCCGCGAATTCGATATCAAGCT
3721 --=-=---- ettt e e Fommmm e R 3779
CTTAGTTATTAAAARAACGGATCCTTTTTTTTTTCGCCGGCGCTTAAGCTATAGTTCGA

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO. 3:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 143 pares de bases
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(B) TIPO: acido nucleico y aminoacido
(C) TIPO DE CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(iii) TIPO MOLECULAR: ADNc

5 (vi) FUENTE ORIGINAL:

(E) ORGANISMO: ser humano
(F) TIPO DE CELULA: condrocito

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO. 3:

NdeI
|
GGGGCATATGGTTCAGAACCTGGGTTGCTACGTTGTTTCCGGTCTGATCATCTCCGCTCT
l ——mmmem tom——————— B ettt tommm————— B ettt Fmmmm———— + 60
CCCCGTATACCAAGTCTTGGACCCAACGATGCAACAARAGGCCAGACTAGTAGAGGCGAGA

b G H MV Qg NLGT CYVV S G LI I S AL -
GCTGCCGGCTGTTGCTCACGGTGGTAACTACTTCCTAAGCTTGTCCCAGGTTATCAGCGG
61 ---—————e to———m e Fommm pommmem tomeem e Fomm e ———— + 120
CGACGGCCGACAACGAGTGCCACCATTGATGAAGGATTCGAACAGGGTCCAATAGTCGCC
b L P AV AHGGNWNYT FUL S UL SQVI S G -
BamHI
i
CCTGGTGCCGCGCGGATCCCCCC
121 ——~emmmmm O +--= 143
GGACCACGGCGCGCCTAGGGGGG
b L v P R G S P -

10
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REIVINDICACIONES

1. Subunidad «10 de integrina de union a colageno aislada o recombinante que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 1, o una variante de
corte y empalme de la misma, o un fragmento de la misma

en la que:

la variante de corte y empalme comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID No.
2; y el fragmento se selecciona del grupo que consiste en fragmentos que comprenden
la secuencia de aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ, fragmentos que com-
prenden la secuencia de aminoacidos desde el aminoacido n.° 952 hasta el aminoéacido
n.° 986 de SEQ ID No. 1 y fragmentos que comprenden la secuencia de aminoacidos
desde el aminoacido n.° 140 hasta el aminoacido n.° 337 de SEQ ID No. 1.

2. Subunidad a10 de integrina, segun la reivindicacion 1, que comprende la se-
cuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 1.

3. Variante de corte y empalme segun la reivindicacion 1.

4, Variante de corte y empalme segun la reivindicacion 3, consistiendo la variante
de corte y empalme en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 2.

5. Fragmento segun la reivindicacion 1.

6. Fragmento segun la reivindicacién 5, comprendiendo el fragmento la secuencia

de aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ.

7. Fragmento segun la reivindicacién 5, comprendiendo el fragmento la secuencia
de aminoacidos desde el aminoacido n.° 952 hasta el aminoacido n.° 986 de SEQ ID
No. 1.

8. Fragmento segun la reivindicacion 5, comprendiendo el fragmento la secuencia
de aminoacidos desde el aminoacido n.° 140 hasta el aminoacido n.° 337 de SEQ ID
No. 1.

9. Polinucleotido aislado que codifica para una subunidad 10 de integrina, va-
riante de corte y empalme o fragmento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8.

10. Polinucledtido aislado segun la reivindicacion 9, que comprende la secuencia
de nucledtidos mostrada en SEQ ID No. 1 6 2.

11. Vector que comprende un polinucle6tido seglin una cualquiera de las reivindi-
caciones 9 a 10.

12. Célula que comprende un vector segun la reivindicacion 11.

13. Procedimiento para producir una subunidad 10 de integrina, variante de corte

y empalme o fragmento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, procedi-
miento que comprende las etapas de:

(a) aislar un polinucleétido segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10;

(b) construir un vector de expresion que comprende el polinucleétido aislado;
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(c) transformar una célula huésped con dicho vector de expresion; y

(d) cultivar la célula huésped transformada en un medio de cultivo en condiciones ade-
cuadas para la expresion de una subunidad o10 de integrina de unién a colageno, va-
riante de corte y empalme o fragmento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 13, que comprende ademas la etapa (e)
de aislar la subunidad 10 de integrina, variante de corte y empalme o fragmento a par-
tir de dicha célula huésped transformada o medio de cultivo.

15. Heterodimero de integrina aislado o recombinante que comprende una subuni-
dad a10 de integrina, variante de corte y empalme o fragmento segun una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8 y una subunidad f.

16. Heterodimero de integrina segun la reivindicacion 15, en el que la subunidad
es B1.
17. Procedimiento para producir un heterodimero de integrina segun la reivindica-

cién 15 6 16, procedimiento que comprende las etapas de:

(a) aislar un primer polinucleotido segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 y
un segundo polinucledtido que codifica para una subunidad f;

(b) construir uno o mas vectores de expresion que comprenden los polinucleétidos pri-
mero y segundo;

(c) transformar una célula huésped con dicho(s) vector(es) de expresion; y

(d) cultivar la célula huésped transformada en un medio de cultivo en condiciones ade-
cuadas para la expresion de un heterodimero de integrina.

18. Procedimiento segun la reivindicacion 17, en el que la subunidad 3 es B1.

19. Procedimiento segun la reivindicacion 17 6 18, que comprende ademas la eta-
pa (e) de aislar el heterodimero de integrina a partir de dicha célula huésped transfor-
mada o medio de cultivo.

20. Célula que comprende un primer vector que comprende un polinucleotido
segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10 y un segundo vector que compren-
de un polinucleotido que codifica para una subunidad .

21. Célula segun la reivindicacion 20, en la que la subunidad 3 es p1.

22. Entidad de unién que tiene la capacidad de unirse especificamente a la se-
cuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID no. 1, o a una variante de corte y empal-
me de la misma mostrada en SEQ ID no. 2, o a un fragmento de la misma

en la que:

el fragmento se selecciona del grupo que consiste en fragmentos que consisten en la
secuencia de aminoacidos KLGFFAHKKIPEEEKREEKLEQ, fragmentos que consisten
en la secuencia de aminoacidos desde el aminoacido n.° 952 hasta el aminoacido n.°
986 de SEQ ID no. 1 y fragmentos que consisten en la secuencia de aminoacidos des-
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de el aminoé&cido n.° 140 hasta el aminoacido n.° 337 de SEQ ID no. 1, y siendo la enti-
dad de union un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

23. Entidad de union segun la reivindicacion 22, en la que el anticuerpo es un anti-
cuerpo monoclonal.

24. Composicion farmacéutica que comprende una subunidad a10 de integrina, va-
riante de corte y empalme o fragmento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 8, un polinucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, un hete-
rodimero de integrina segun la reivindicacién 15 6 16 o una entidad de unién segun la
reivindicacion 22 ¢ 23.

25. Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 24, siendo la composicién
una composicion de vacuna.

26. Subunidad «10 de integrina, variante de corte y empalme o fragmento segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para su uso en medicina.

27. Polinucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, para su uso
en medicina.

28. Heterodimero de integrina segun la reivindicacion 15 ¢ 16, para su uso en me-
dicina.

29. Entidad de unién segun la reivindicacion 22 6 23, para su uso en medicina.

30. Uso de una subunidad o10 de integrina, variante de corte y empalme o frag-

mento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, un polinucledtido segun una
cualquiera de las reivindicaciones 9 a 10, un heterodimero de integrina segun la reivin-
dicacion 15 6 16 o una entidad de union segun la reivindicacion 22 6 23 en la prepara-
cion de un agente de diagndstico para detectar células o tejidos que expresan dicha
subunidad a10 de integrina.

31. Uso de una entidad de unién segun la reivindicacion 22 6 23 en la preparacion
de un medicamento para seleccionar como diana moléculas de células o tejidos duran-
te estados patoldgicos que comprenden dafio de cartilago, traumatismo, cancer, artritis
reumatoide, inflamacion u osteoartritis.

32. Uso segun la reivindicacion 30, en el que el agente de diagnéstico comprende
una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 24 6 25.

33. Uso segun la reivindicacion 30 6 31, en el que las células se seleccionan del
grupo que consiste en condrocitos, células de musculo liso, células endoteliales, osteo-
blastos y fibroblastos.

34. Uso segun la reivindicacion 30, para determinar el estado de diferenciacién de
las células.
35. Uso de una entidad de union segun la reivindicacion 22 6 23 in vitro para detec-

tar la formacion de cartilago.

36. Uso de una entidad de unién segun la reivindicacion 22 6 23 in vitro para de-
terminar el estado de diferenciacion de las células.
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37. Uso de una subunidad a10 de integrina, variante de corte y empalme o frag-
mento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, un heterodimero de integrina
segun la reivindicacion 15 6 16 o una entidad de union segun la reivindicacion 22 6 23
in vitro para seleccion, analisis, clasificacion, aislamiento o purificacion de condrocitos.

38. Uso de una subunidad o10 de integrina, variante de corte y empalme o frag-
mento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o un heterodimero de integri-
na segun la reivindicacién 15 6 16 in vitro para identificar entidades que se unen a di-
cha subunidad a10 de integrina.

39. Método para estimular, inhibir o bloguear la formacién de cartilago o hueso in
vitro que comprende tratamiento con una entidad de union segun la reivindicacion 22 6
23.
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Péptido  secuencia de aminoacidos

1 DNTAQTSAYIQYEPHHSI
2 GPGHWDR

3 AAFDGSGQR

4 FAMGALPD

5 FTASLDEWTTAAR

6 VDASFRPQGXLAP

FIGURA 2
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c ACCCATCAS PCCCCTT TOTH TICCTOACA 71
HELFFPYTHRLELELYTFLT -
CETCTCTOE TCCCCTTTT T CAATTT 144
&L Cs PI FRELODELEHNNPRLFPGPIPPEALT 1]
GENTACACTETCTTACAAL MG cocect 2
€ ¥ & ¥ LG MY E GG R YA LYECAPYD OGP Lb]
TIATCOOTOEN MSGIE 208
§ 60 % R GCOENY T NCPYGCGAENRFCALDG &1
AT TCATET TRGGATCTCTCTaT A JEG
#LGDODTQLEG WS S HP AV EHHKLGHSI L L n
*
CAGKE TTCATGACCT GTRCCEE T TETEIETE 43}
ETDCDGSCCT N ACAPLYSAAECCS § VrF (119
T Tl TEOCCALET 564
5 €1 c M By DA FO R QG LAFTADR W
TECCE. TTCTCTTCOATECE TOSTETGAMGTTCAS | 476
CPTYRDNYV LY LDBGCENSITYPFPYSEYQ |l
MCCTTCE TACCAAGAL TEGT) TAMCAGGTROCACTRGT ACAGTAT
TILARLYGEKLPITOPEREI QY SLEY EY
TOGTOL CTCACAGATTTD AGCAGCAAG | 1280
EES PV K EWY S L GEDTFART KELEYVESARLE 1
AR CTCACTC GO SOCAGIN GAGAMNE MMSAC TOCCCAMGEAATMTES TOR0C TSEALACANGGETTE | 152
: L3R REGRETETAQAMINY ACTEEF |25
=t L ToAT AT {864
303 MGG R T EANRNLLYVYYTOGEIND 15
TTCCTOCAGCAT TAN TGLAGTCCTT | 516
G EECLF A ALLKEAMLDEAGREVTRYE! AVYL (IO
ot 1008
€ % ¥ LN RO NDF S I FLAREIRTIASDP o
TCTTE TTCAATGT S oc | 1088
DXL RTFFNVYTOEAALTELIYOALGDRHR m
TETCTEAGATTGOTTTC 118
I reiLe P W A E N ES3 S FCLENS QI GF ns
»
TOCACTEATCCEE TAMMGEA] TATGACT TCTGICCTA 1204
3 THERXLLDBPELLFCHYCATDYGECG S VL s
TOGCT TEAMGCAGGE CACE (L T TC COCOCACEAN CECECTGOACKGCAS K286
L ES&Hd AL T PP RHALEDETFRFFALGAS L]
MACEATCEAST CTACCT CEGTTACTCTCT T GCCCOCTGTTICICICY 168
B HAATLEY IV sALLAGEERBLTLS 417
L TOTTTTATTTACAL TCCACCT 1480
C AP ET N ERSGEVIATFGLEEDGAYRY L)
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Inmunotransferencia maestra de ARN humano

Tejido expresion de «10| Tejido expresion de 10
Aorta i+ Glandula tiroidea

Tragquea T Glandula salival -
Pulmeén -+ Bazo .
Pulmén fetal -+ Bazo fetal -
Rifion — Timo -
Rifién fetal (+) Timo fetal -
Corazén (+) Leucocitos periféricos .
Corazon fetal ++ Ganglio linfatico .
Medula espinal +F Apéndice -
Glandula mamaria (+ Placenta -
Médula d6sea (+) Cerebro completo -
Intestino delgado (+) Cerebro fetal -
Musculo esquelético - Amigdala -
Higado - Mucleo caudado -
Higado fetal - Cerebelo -
Colon - Corteza cerebral -
Vejiga . Lébulo frontal .
Utero - Hipocampo .
Prostata . Bulbo raquideo .
Estémago - Lébulo occipital -
Testiculos - Putamen .
Ovario . Sustancia negra -
Pancreas . Lébulo temporal -

Glandula pituitaria
Glandula suprarrenal

Talamo
Nucleo subtalamico
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